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El objeto de esta Memoria de Doctorado consiste en la puesta
a punto de metodologia espectrofluorimétrica en disolucién y en
fase sbélida para la determinacién de las fitohormonas derivadas
del indol: &acido indol-3-acético, &acido indol-3-butirico, &cido
indol-3-propidnico y &cido 5-hidroxiindol-3-acético; y del nafta-
leno: acido 1-naftilacético y 1-naftilacetamida.

Como se ha documentado en la Introduccidén de esta Memoria
la tendencia en la pra&ctica agricola, debido a requerimientos
medioambientales, va orientada hacia el uso creciente de fitohor-
monas y la disminucién en el empleo de pesticidas. Hasta tal
punto esta afirmacién es cierta que el desarrollo de un pais
puede medirse por la relacién fitohormona/pesticida consumida.
Existe por tanto un interés creciente en el control de estos
compuestos.

Todas las fitohormonas seleccionadas poseen propiedades
fluorescentes muy parecidas por lo que su existencia conjunta en
una matriz puede constituir mutua interferencia. Por otra parte
el estudio bibliografico realizado nos ha puesto de manifiesto
la escasez de métodos fluorescentes para la determinacién de
estos compuestos. Por estas razones hemos centrado la investiga-
cién a realizar en los siguientes objetivos:

l.-Estudio de las propiedades fluorescentes de los analitos
seleccionados y puesta a punto de métodos para su determinacién
individual. '
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2.-Resolucidén de las siguientes mezclas binarias de las

fitohormonas derivadas del indol:

-Acido indol-3-acético y &cido 5-hidroxiindol-3-acéti
co.
~-Acido indol-3-butirico y 4cido 5-hidroxiindol-3-acéti
co.
~Acido indol-3-propiénicoy dcido 5-hidroxiindol-3-acé-

tico.

3.~-Estudio de la fijacién de estos analitos en distintos
soportes sé6lidos de diverso tipo como C-18 y Sephadex QAE-A-25,
DEAE-A-25, SP-C-25, G-15 y G-25.

4.-Resolucidn de la mezcla de las fitohormonas derivadas del

naftaleno: acido 1-naftil acético y 1-naftil acetamida.

5.-Aplicacidén de estos métodos a formulaciones comerciales,

muestras de agua de diversa procedencia y suelo.
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1.~DESARROLLO HISTORICO Y ACTIVIDAD BIOLOGICA

Actualmente se reconoce que la mayoria de la actividad fi-
sioldégica de las plantas estd regulada por un conjunto de sustan-
cias quimicas denominadas Hormonas. La presencia en las plantas
de este tipo de compuestos fue sugerida por primera vez por Ju-
lius von Sachs en la segunda mitad del siglo XIX cuando indicd
que debian existir en las plantas "sustancias formadoras de ér-
ganos que debian ser producidas en las hojas y transportadas
hacia abajo al resto de la planta". Las observaciones de este
cientifico prefiguraron de modo notable el estudio intensivo de
la regulacién del crecimiento de las plantas realizado durante
el siglo XX [1].

Simultaneamente, Charles Darwin estudidé el efecto de la
gravedad y de la iluminacién lateral sobre el movimiento de las
plantas, demostrando que los efectos de la luz y la gravedad
sobre la incurvacién tanto de las raices como de los tallos es-
taban influidos por los correspondientes &pices, y que su in-
fluencia podia transmitirse a las otras partes de la planta. Al
igual qgue Sachs sugirié que el crecimiento de las plantas debia

de estar regulado por sustancias especiales.

Los estudios sobre tropismos de las plantas realizados por
Boysen-Jensen (1910~1913) y por Paal (1919) pusieron de manifies-
to la existencia real de los requladores de crecimiento, sin
embargo fue Went quien desarrolld una prueba biolégica para de-
terminar la cantidad de sustancia activa de los &pices. Debido
al empleo de plantulas de Avena para esta prueba biolégica, ésta

acabd siendo conocida con el nombre de Prueba de la curvatura de
Avena.

La aplicacién de esta prueba a una amplia variedad de mues-
tras condujo al hallazgo de que la orina humana es rica en una
sustancia de crecimiento. Partiendo de 150 litros de orina humana

K6gl y Haagen-Smit (1931) consiguieron aislar 40 mg de unos cris-
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tales dotados de una actividad o6ptica 50.000 veces mayor que la
de la orina de partida. El producto obtenido recibid el nombre

de auxina-A (acido auxentridlico).

En 1934, Kogl, Erxleben y Haagen-Smit aislaron otra sustan-
cia activa a partir del aceite de embriones de trigo, encontrando
que dicha sustancia tenia una estructura y una actividad muy
parecidas a las correspondientes a la auxina-A, recibiendo por

tanto el nombre de auxina-B (4cido auxenoldnico).

En este mismo afio, estos autores aislaron una segunda sus-
tancia a partir de la orina humana que denominaron heteroauxina,
compuesto que en la actualidad se denomina &cido indol-3-acético
(AIA) (Figura 1). Este compuesto no era nuevo, ya que habia sido
descubierto y aislado en 1885 por E. Salkowski y H. Salkowski

como producto en diversos procesos de fermentacidn.

Figura 1.- Estructura del Acido indol-3-acético

En la actualidad existen bastantes dudas sobre la existencia
de la auxina-A y la auxina-B, pues desde su primer aislamiento
por Kogl y colaboradores estos compuestos no han vuelto a ser
aislados. Sin embargo, el AIA ha sido aislado en forma cristalina

en repetidas ocasiones a partir de diferentes matrices.

A partir del descubrimiento y caracterizacién quimica del

AIA, el gran namero de investigaciones llevadas a cabo en el



INTRODUCCION 9

campo de la regulacidén del crecimiento vegetal ha permitido cono-
cer un gran nimero de compuestos tanto naturales como sintéticos
que presentan una actividad fisioldégica parecida al acido indol-
3-acético.

En 1954, la Sociedad Americana de Fisidlogos Vegetales pro-
puso la siguiente definicién para las Hormonas Vegetales o Fito-
hormonas: compuestos organicos distintos a los nutrientes que a
bajas concentraciones regulan los procesos fisiolbégicos de las
plantas. Normalmente, dichas hormonas se desplazan dentro de la

planta desde un centro de produccidén a un lugar de accién.

Generalmente, las fitohormonas se clasifican en cinco gran-
des grupos [2]:

* Auxinas: sustancias, generalmente parecidas al &acido in-
dol-3-acético, que tienen la capacidad de estimular el ensancha-
miento y el alargamiento de las células y de mantener la domina-
cién apical.

* Giberelinas: derivados diterpenoides, como el acido gibe-
rélico (Figura 2), que tienen la capacidad de estimular el alar-
gamiento de los tallos y el crecimiento de los frutos. Por otra
parte, inducen la produccién de enzimas para la germinacidén de
las semillas.

Figura 2.- Estructura del acido giberélico
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* Citocininas: adeninas sustituidas, parecidas a la zeatina
(Figura 3), que tienen la capacidad de estimular la divisién

celular o de inhibir la dominacién apical del tallo principal.

Figura 3.- Estructura de la zeatina

T =
f \
/ \
3
=

* Abscisinas: compuestos derivados del acido abscisico (Fi-
gura 4) que inducen la abscisién y el letargo y retardan el cre-
cimiento vegetativo. En muchos casos inhiben la accidén de las
auxinas, giberelinas y citocininas.

Figura 4.- Estructura del Acido abscisico

)
-
s

\H‘
S
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* Etileno: reqgulador gaseoso que estimula el hinchamiento
0 crecimiento isodiamétrico de los tallos y las raices.

A continuacién del descubrimiento del a4cido indol-3-acético,

los trabajos de investigacién se centraron fundamentalmente en
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el conocimiento de su distribucidén en las plantas, transporte del
compuesto por las plantas, estudio de sus efectos fisiolégicos,
biosintesis de esta auxina y obtencidén de compuestos sintéticos

que presentasen efectos fisiolégicos similares.

Thimann, en 1934 puso de manifiesto que las maximas concen-
traciones de AIA se encontraban en las yemas y en los apices de
crecimiento de las hojas y las raices. Sin embargo, se encuentra
ampliamente distribuido por la planta, procedente de las regiones
meristemdticas. La concentracién de auxina desciende a medida que

se pasa desde el &pice a la base del colebptilo.

Por otra parte, este autor puso de manifiesto que la auxina
se encuentra en la planta en dos formas diferentes, una suscep-
tible de ser facilmente extraida por métodos de difusién y otra
mucho mas dificil de extraer que requiere el empleo de disolven-
tes organicos. A la primera la denomind auxina libre y a la se-
gunda auxina combinada.

En 1959, Audus puso de manifiesto la existencia de una ter-
cera forma de auxina para cuya extraccidén se requieren métodos
m&s enérgicos que los de simple difusién o los de extraccidn
directa con algin disolvente orgdnico, como puede ser una hidré-
lisis basica en caliente o el empleo de enzimas proteoliticos

(que hidrolizan las proteinas a las que puede encontrarse unida
la auxina).

Actualmente se admite de modo general que la auxina combina-
da es la forma activa en el crecimiento mientras que la auxina
libre corresponde a un exceso de auxXina que se encuentra en e-
quilibrio dindmico con la auxina combinada. Por tanto, la inicia-
cién y la regulacidén del crecimiento pueden ser controladas
gracias a distintos equilibrios establecidos entre la auxina
libre y la combinada en varios centros de crecimiento de la plan-
ta. Muy probablemente, la auxina sea transportada en forma libre

desde el lugar de formacidén a su zona de actividad.



12 INTRODUCCION

Los experimentos de Darwin y de Boysen-Jensen demostraron
que se daba un transporte de un estimulo activo desde el &pice
a la base del coledptilo, lo cual 1llevd a otros investigadores
a admitir que el movimiento de este estimulo estaba polarizado.
Experimentos realizados por Went (1928) y por Beyer (1928) per-
mitieron sostener esta idea y durante muchos afios se creyé que
la circulacién de la auxina en la planta era estrictamente polar,
realizédndose este movimiento en direccidén basipeta, es decir,
desde el &pice hasta la base.

En 1961, Jacobs demostrd que existia también transporte de
la auxina en direccidén acrépeta (de la base al &pice), aunque
dicho transporte era tan sélo un tercio del transporte en direc-
cidén basipeta. Asimismo encontré que parte de la auxina producida
por las hojas era transportada por los tejidos del floema hasta

otras partes de la planta, transporte netamente no polar.

El transporte de la auxina en los tejidos vegetales tiene
lugar a velocidades suficientemente altas como para excluir la
difusién como principal método de transporte. Ademas, el hecho
de que la auxina pueda circular por la planta en contra de un
gradiente de concentracién pone de manifiesto que dicho transpor-
te debe realizarse principalmente por otro mecanismo distinto al
de difusién.

Aunque el verdadero mecanismo que interviene en el transpor-
te de la auxina es todavia tema de controversia, algunos inves-
tigadores consideran que éste estad regulado por una diferencia
de potencial eléctrico entre el &pice y la base de coleéptilo.
Sin embargo una importante objecién a esta teoria reside en el
hecho de que cuando se aplica al coledptilo un campo eléctrico
externo transversal, la curvatura inicial se dirige hacia el polo
positivo, lo que est& en contradiccién con la direccidén que toman
los tropismos naturales, que es el de la parte cargada negativa-
mente.
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Otros autores (Gregory y Hancock, 1955) consideran que el
transporte de auxinas puede ser regulado hasta cierto punto por
el metabolismo de la célula, es decir, que en &l interviene la
energia metabdlica. Dichos investigadores encontraron que la
falta de oxigeno inhibe el transporte de auxina. Esto tambien es
cierto para el efecto de los inhibidores metabdlicos.

De diversos estudios realizados por Goldsmith (1957 y 1966)
con segmentos de coledptilo de Avena, se desprende que la mayor
parte de la circulacidén de auxina en la planta tiene lugar de dos
modos diferentes: uno de ellos depedendiente de la energia meta-
bélica y el otro a favor de la simple difusién. E1 movimiento
basipeto se produce en estos segmentos de Avena como resultado
a la vez de la difusidén y del transporte metabdlico mientra que
el movimiento acrdépteto depende exclusivamente de la difusién
pasiva. Esto puede ser puesto de manifiesto comparando el movi-
miento de la auxina en segmentos de colebdptilo en condiciones
aerdbias y anaerédbias.

El movimiento de la auxina en el sistema radical esta tam-
bién polarizado. Sin embargo, el movimiento de la auxina en las
raices, a diferencia del que tiene lugar en la parte aérea de la
planta, es fundamentalmente acrépeto, alejdndose por tanto del
dpice de la raiz (Wilkins y Scott, 1968). El significado de esta
diferencia entre la parte aérea y la raiz no esta claro, pero en
ambos casos parece que la auxina sufre sobre todo un transporte

que la aleja de la zona de sintesis correspondiente.

En la actualidad se reconoce que los principales efectos
fisiolégicos que produce la auxina son [1]: a) alargamiento celu-
lar, b) dominancia apical, c¢) iniciacidén radicular, d) parteno-

carpia, e) abscisién, f) formacidén de callos y ¢g) respiracién.

El alargamiento celular se debe a algin tipo de modificacién
del sistema osmdético de la célula. Las teorias propuestas a par-

tir de los estudios realizados han indicado que las auxinas pue-
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den a) incrementar el contenido osmético de la célula, b) incre-
mentar la permeabilidad al agua de la célula, c) provocar una
reduccidén de la presién de la pared, d) ocasionar un aumento de
la sintesis de pared o e) inducir la sintesis de RNA o proteinas
especificas, 1o cual, a su vez, acarrearia un aumento de plas-

ticidad y de extensidén de la pared celular.

La dominancia apical se basa en que la yema apical o ter-
minal de muchas plantas vasculantes goza de un crecimiento muy
activo, mientras que las yemas laterales permanecen inactivas.
Existen muchas teorias acerca de esto. Thiman (1937) afirmd que
las yemas laterales eran mas sensibles a la auxina y que la con-
centracién de auxina que estimula el crecimiento del tallo es

inhibidora para el crecimiento de las yemas laterales.

Iniciacibén radicular, las raices son mucho méds sensibles a
la auxina que los tallos y se puede obtener una auténtica estimu-
lacién del alargamiento de la raiz si se emplean concentraciones
adeduadas. La aplicacidén a las raices de concentraciones relati-
vamente altas de auxina no solamente retarda el alargamiento sino
que también provoca un incremento notable en el nimero de ramifi-

caciones.

Partenocarpia, este fendmeno se basa en el desarrollo del
fruto en ausencia de polinizacidén. Gustafson (1939) se encontré
con que en los ovarios de especies capaz de realizar partenocar-
pia de modo natural, el contenido en auxina es notablemente supe-
rior al que se encuentra en los ovarios de especies que precisan
fecundacidén para producir fruto.

Abscisibn, la influencia reguladora de las auxinas naturales
sobre la abscisidén de las hojas fue sospechada en primer lugar
por Laibach (1933). Addicott y Lynch (1955) confirman que el
dcido indol-3-acético es el factor regulador primario de la abs-
cisidén de los 6rganos de las plantas.
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La auxina estimula la respiracién de forma indirecta y
existe una correlacién entre el aumento de crecimiento debido al

tratamiento con auxina y el aumento sufrido por la respiracién.

Formacién de callo, la auxina también puede ejercer una
cierta actividad sobre la divisién celular. Por ejemplo, al apli-
car acido indol-3-acético al 1% sobre el peciolo de la planta se
provoca la formacién de una hinchazén amarilla en la zona de
aplicacién debida al desarrollo de un tipo de tejido, el callo,

producido por la réapida divisién de las células.

Bonnert en 1932 encontré que un moho, el Rhizopus suinus,
incrementaba la produccidn de &cido indol-3-acético si se cul-
tivaba en un medio que contuviera peptona. El aumento que se
observaba en la sintesis de la auxina natural fue atribuido a la
oxidacién de los aminodcidos contenidos en la peptona. Tres afos
después Thimann demostrdé que este moho podia convertir un aminoa-
cido, el triptbéfano en AIA. Desde entonces, se considera que el
triptoéfano es el precursor primario del AIA.

Por otra parte, las mejoras observadas en la obtencién del
AIA a partir de material vegetal, hirviendo éste o realizando la
extraccién a bajas temperaturas corroboraron la idea de Skoog y
Thimann (1940) de que la produccién de AIA era un proceso enzima-
tico. En 1947, Wildman consiqguié aislar, partiendo de hojas de
espinaca, un sistema enzimatico capaz de convertir el triptéfano
en ATIA. Estudios detallados (Wildman y Bonner, 1948) sobre la
presencia de un enzima capaz de convertir el triptéfano en AIA
en los coledptilos de Avena pusieron de manifiesto la existencia

de una estrecha relacién entre la distribucidn de AIA y la del
enzima.

Las posibles rutas metabélicas, para la obtencidédn del AIA
a partir del triptéfano [3] (Figura 5), fueron propuestas por
Gordon y Nieva en 1949 en base a sus estudios sobre incubacién

de extractos brutos de hojas de ananés con triptéfano, triptamina
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o0 acido indol-3-pirGvico. Estos autores indican que el AIA puede
formarse a partir del triptéfano siguiendo dos caminos diferen-
tes: 1) la desaminacidn del triptéfano para formar &cido indol-3-
pirtvico seguida de una descarboxilacién para formar indol-3-
acetaldehido 2) la descarboxilacién del triptéfano para dar trip-
tamina seguida de una desaminacién para dar indol-3-acetaldehido.
Tanto por un camino como por el otro se llega a la formacidén de
indol-3-acetaldehido, que debe ser considerado como el precursor
inmediato del AIA en las plantas. Ambas cadenas de reaccién han
sido puestas de manifiesto en diferentes materiales vegetales.
Por otra parte, el indol-3-acetaldehido es facilmente oxidado

para dar acido indol-3-acético.

Actualmente se ha puesto de manifiesto la existencia en las
plantas de otros productos laterales como son el acido indol-3-
lactico (en equilibrio con el &cido indol-3-pirGvico) y el indol-
3-etanol (proveniente de reduccidén del indol-3-acetaldehido) vy
gque la via a través de la triptamina es de importancia secunda-
ria.
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Figura 5.- Posibles rutas metabdlicas para la sintesis de AIA

a partir de triptéfano
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Por otra parte, se conocen los enzimas responsables de las
distintas transformaciones, asi, la transformacién del triptéfano
a &cido indol-3-piravico se produce por accién de una transamina-
sa,lla del &cido indol-3-pirGvico a indol-3-acetaldehido por
accién de una a-oxodcido-descarboxilasa y el paso de indol-3-
acetaldehido a &cido indol-3-acético por accidén de una aldehido-

deshidrogenasa.

Sin embargo, la presencia en algunas plantas de indol~-3-
acetonitrilo (IAN) en condiciones naturales parece indicar la
existencia de otra via de sintesis de AIA. Generalmente, el IAN
no se encuentra en forma libre en las plantas, apareciendo siem-
pre como constituyente de un tioglucésido, la glucobrasicina, que
puede ser descompuesta por la mirosinasa y el IAN que queda libre
se transforma con gran facilidad en AIA por accidén de una nitri-
lasa (Figura 6) [3].

Respecto a la descomposicién del AIA (Figura 7) [3] hay que
indicar que ésta se produce por accién de un enzima constitutivo,
no especifico, que actida frente al AIA como oxidasa (medio de
oxidaciédn, 0,) Y frente a otros substratos como peroxidasa (medio
de oxidacién, H,0,). Esta AIA-oxidasa es una glucoproteina que es
activada por el Mn(II) y por los monofenoles (tirosina, &cido p-
hidroxibenzoico, canforol, etc...). Su accién es inhibida, en
cambio, por o-difenoles (pirocatequina, &cido cafético, querciti-
na, etc...). De este modo es posible una amplia regulacién del
contenido de AIA a través del metabolismo de los compuestos fend-
licos y de la actividad de la fenoloxidasa.

En la célula la AIA-oxidasa debe encontrarse asociada con
ribosomas y en este estado manifiesta propiedades alostéricas en
relacidén con su actuacién frente al AIA. Entre 1los productos de
la oxidacién del AIA destaca el 3-metilenoxindol al cual se le
atribuyen acciones fisiolégicas especiales (generalmente efecto
inhibidor). Por otra parte, su reduccidén a 3-metiloxindol es

considerada como una "reaccidén de desintoxicacién".
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Figura 6.- Algunas transformaciones de la glucobrasicina
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Figura 7.- Descomposicién enzimatica del
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AUXINAS SINTETICAS

Tras el descubrimiento del AIA, se pensd que, si una estruc-
tura tan simple era capaz de producir respuestas tan notables
sobre el crecimiento, tendria que haber mids compuestos con pro-
piedades andlogas que actuaran de igual forma. Muchos investiga-
dores comenzaron a ensayar diferentes moléculas para ver si ten-
ian las propiedades descritas para el AIA, y asi, pronto se des-
cubrié que también era capaz de favorecer el crecimiento de las
células una serie de compuestos tales como: el 4cido indenoacéti-
co, el &cido 2-benzofuranacético, el acido 3-benzofuranacético,
el acido 1-naftilacético, etc...[4].

Posteriormente, se vio gue otros compuestos que poseian
anillo indélico también resultaban activos, como el acido 3-in-
dolpirivico y el &cido indolbutirico, algunos derivados del naf-
taleno como el &cido naftil-l-acético y el a&cido naftoxi-2-acéti-
co. Por Gltimo, el hecho de gue algunos &acidos fenoxiacéticos
tenian actividad auxinica llevé al descubrimiento del 2,4-diclo-
rofenoxiacético (2,4-D) con una gan actividad. A partir de aqui
se desarrolld una amplia gama de moléculas con actividad auxini-
ca, como el acido 2-metil,4-clorofenoxiacético (MCPA) y el &acido
2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T), ambos con propiedades
herbicidas cuando se emplean a concentraciones elevadas y utili-

zados como armas quimicas en la guerra del Vietnam.

El primer intento por relacionar la estructura de estos
compuestos sintéticos con su actividad como auxinas fue realizado
por Koepfli y colaboradores en 1938. Estos autores llegaron a la
conclusidén de que para que un compuesto presente actividad auxi-
nica se requiere de forma general que la molécula presente tres
caracteristicas: a) un anillo insaturado b) una cadena lateral
que posea un grupo acido y ¢) alguna relacidn espacial entre el

anillo insaturado y la cadena lateral provista de un grupo &cido.
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Sin embargo se observa gque la presencia de algunos sus-
tituyentes en distintas posiciones del anillo puede hacer despa-
recer la actividad auxinica. Un ejemplo clésico es la del &cido
N-acetil indol-3-acético en comparacién con el &acido indol-3-
acético, ya que no presenta actividad como auxina. Por otra parte:
el grupo a&cido no necesariamente debe ser un grupo carboxilico,
grupos acidos como el sulfénico o el fosfdénico pueden servir para

2 -

satisfacer la segunda condicién.

En 1955 Thimann y Leopold desarrollaron la teoria de la
"separacidn de carga" indicando que los compuestos deben presen-
tar en su estructura molecular una carga positiva (generalmente
en un atomo de un anillo) que se encontrara a una distancia de
0.55 nm de la carga negativa del grupo acido disociado (norma-
Ilmente un grupo carboxilico). Esta distancia entre las cargas es
caracteristica de los compuestos con actividad auxinica ya sean
derivados inddlicos, fenoxiacéticos, benzoicos o picolinicos, e
incluso en derivados sin anillo como es el caso de algunos deri-

vados ditiocarbamicos.

Porter y Thimann en 1965 consideraron que los requerimientos
estructurales para que los compuestos presentasen actividad auxi-
nica estaban generalmente fundamentados en el hecho de que exis-
tiera la posibilidad de unién a un lugar con dimensiones estereo
especificas, ya que la auxina activa entra en contacto con una
superficie de estructura especifica, cuya configuracién y distri-
bucién de carga es exactamente complementaria a la de la molécula

de auxina (unién por dos puntos).

Actualmente existe un amplio rango de especie quimicas sin-
téticas que presentan actividad auxinica. Los principales grupos
son los siguientes:

~-Derivados indélicos: como el &cido indol-3-propiénico, el
dcido indol-3-pirtavico y el &acido indol-3-butirico (Figura
8) .



INTRODUCCION 23

Figura 8.- Acido indol-3-butirico.

CH,~CH,~CH,—CO_H

-Derivados del naftaleno: como el &cido 1-naftilacético
(Figura 9), el acido 2-naftilacético y el &cido 2-naftoxia-

cético.

Figura 9.- Acido 1-naftilacético.

CH,~CO,H

[P ——

-Derivados fenoxiacéticos: como el dcido 4-clorofenoxi-acé-
tico, el A&cido 2,4-diclorofenoxiacético (Figura 10), el
dcido 2,4,5-triclorofenoxiacético y el &cido 2-metil-4-clo-

rofenoxiacético.
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Figura 10.- Acido 2,4-diclorofenoxiacético.

- _,OCH COOH

-Derivados benzoicos: como el acido 2,4,6-triclorobenzoico

y el acido 2,3,6-triclorobenzoico (Figura 11).

Figura 11.- Acido 2,3,6-triclorobenzoico.

-Derivados picolinicos: como el acido 4-amino-3,5,6-triclo-

ropicolinico (Figura 12).

Figura 12.- Acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico.
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-Derivados ditiocarbamicos: como el &cido N,N-dimetil-2-
metilditiocarbamato (Figura 13).

Figura 13.- Acido N,N-dimetil-2-metilditiocarbamato.

(CH, 0¥ —C —5 -CH —CO0H
sz )
2 CH,
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2 .—PROPIEDADES Y ANTECEDENTES ANALITICOS.
I.-FITOHORMONAS DERIVADAS DEL INDOL

* ACIDO INDOL-3-ACETICO

Como se indica anteriormente el 4cido indol-3-acético (AIA)
es una fitohormona derivada del indol reguladora del crecimiento
de las plantas perteneciente al grupo de las auxinas. Forma parte

de la orina y se excreta aproximadamente 3 mg/dia.

Sintesis.- Se puede preparar sintéticamente por dos formas

distintas:
a) Por reaccién del indol con glicolato potdsico a 250°C
[5].

b) A partir del indol y del &acido cloro acético [6].

Generalmente se comercializa en forma de polvo o disolucio-

nes.

Propiedades.- Punto de fusidén: 168-170°C. pK: 4.75. Soluble
en etanol, eter y acetona. Insoluble en agua.

Métodos de andlisis.- La determinacién del acido indol-3-

acético tiene un marcado interés tanto en fisiologia vegetal como
en quimica clinica dado que, como se indicé anteriormente, se
encuentra en las plantas y en la orina humana. Por otra parte se
ha encontrado en tejido cerebral de algunos pacientes con dife-
rentes tipos de cancer [7,8) y también afecta al sistema nervioso
central [9]. Por tanto las matrices objeto del andlisis de AIA
son muy variadas y de muy diferente naturaleza. Salvo en las
formulaciones comerciales donde, por sus caracteristicas, 1las
concentraciones son normalmente muy elevadas, en el resto de las
matrices (fluidos biolégicos, tejidos vegetales, aguas....) las

cantidades de AIA presentes son a nivel de trazas por lo que se
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hace necesario disponer de métodos suficientemente sensibles para
poder determinarlo en este tipo de muestras.

Diferentes métodos han sido propuestos para la determinacién
de AIA utilizando diferentes técnicas entre las que sobresalen:
cromatografia liquida de alta resolucién, cromatografia de capa
fina, cromatografia de gases combinada con espectrometria de
masas, espectrofluorimetria y espectrofosforimetria.

A continuacidén resefiamos los métodos encontrados en biblio-
grafia.

METODOS CROMATOGRAFICOS
Cromatografia liquida de alta resolucidén (CLAR).

Hay varios métodos publicados que emplean distintos detec-
tores, en la tabla 1 se muestran las caracteristicas mas sobresa-
lientes de los principales métodos propuestos para la determina-

cién de AIA, utilizando cromatografia liquida de alta resolucién
(CLAR) .

Como puede apreciarse en dicha tabla, en todos ellos se
utiliza la deteccidén espectrofluorimétrica como consecuencia de
la fluorescencia nativa que presenta el analito en estudio en
diferentes disoluciones.
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Tabla 1.-Métodos de andlisis para AIA por CLAR.

Detector Eluyente Matriz L.D. ref
ng/mL
Fluoresc. 70% 0.01M AcONa, pH 4 Fluido cerebro 0.12 10
A.x 254 nm 30% Acetonitrilo Sesos 0.5
Plasma 2

Fluoresc. 93% 0.01M AcONa, pH 5 Orina 10
A.x 254 nm 7% Acetonitrilo
Fluoresc. n-hexano/alc.isopropilo Extractos de 5 11
Ao 288 nm 95/5 vegetales

en 0.5% Ac. férmico
Aem 340 nm

70% 0.01M AcONa, pH 4.3 Sesos 1 12
ilugéﬁfih 30% metanol
(29
Aem 350 nm

0.005M ac. l-pentano Sesos 4 13
Fluoresc. sulfénico, pH 3
Aex 278 nm Metanol/agua (7/3)
Aoy 335 nm

Pastore y col. [14] proponen un método para determinar AIA
mediante cromatografia en capa fina utilizando como eluyente
CH30H/CHCl43/CH;COOH, 75/25/0.4 6 75/25/0.2 v/v y como reactivo de
spray el aldehido o-ftalico en medio sulfdrico. El1 limite de

deteccidén encontrado es de 10 ug/mL.

La cromatografia de gases también ha sido utilizada para la
cuantificacién de AIA. Asi, Cohen y col. [15] determinan AIA en

plantas mediante GC~SIM-MS utilizando como patron interno [13C6]-
AIA.

METODOS ESPECTROFOSFORIMETRICOS

Winefordner y col. [16] han estudiado las caracteristicas
fosforescentes a temperatura ambiente de algunos derivados in-
délicos en funcion del pH. Estos autores proponen un método para
determinar AIA, bien a pH neutro (A, 286 nm y A,, 450 nm) o a pH
basico (A, 288 nm y A, 450 nm), siendo el limite de deteccién
encontrado 0.1 mg/L.
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Ohkura y col. [17] proponen un método para determinar AIA
basado en la adsorcidén de éste sobre un plato de cromatografia
de capa fina impregnado con celulosa o alumina y posterior deter-
minacién fosforimétrica a temperatura ambiente con distintos
reactivos. En la tabla 2 se muestran los maximos de excitacién

Yy de emisién y los limites de deteccién encontrados.

Tabla 2
Plato Reactivo Aow/ Ao nM L.D. pmol/uL
Celulosa Citrato sédico 290/450 11.0
Acetato sddico 290/450 11.0
Sucrose 290/450 33.0
——————————— 290/450 20.0
Alumina Citrato sédico 290/445 1.5
Acetato sdédico 290/445 2.0
Sucrose 290/445 3.5
---------- 290/445 4.0

METODOS ESPECTROFLUORIMETRICOS

Pastore y col. [18] determinan el AIA en formulaciones co-
merciales mediante espectrofluorimetria en medio sulfirico con
el reactivo aldehido o-ftalico con A_, 293, 353, 372 y 390 nm y
Aem 410 nm. El limite de deteccién es 2.30 ng/mL.

Sanchez y col. [19] trabajan en las mismas condiciones pero
aplican la técnica de espectrofluorimetria sincrénica derivada,
Aex 285 nm y A, 407 nm, el limite de deteccidn disminuye siendo
0.8, 0.5y 1.1 ng/mL para fluorescencia convencional, sincroénica
con 12 derivada y sincrdénica con 22 derivada respectivamente.

También Bukovac y col. [20] determinan espectrofluorime-
tricamente AIA en semillas de melocotén mediante a-indolpirona
(Aex 452 nm y A, 480 nm) obteniendo como limite de deteccidn
0.87 ng/mL. Utilizando espectrofluorimetria sincrénica (AN 40 nm)
obtienen un limite de deteccién de 0.65 ng/mL.
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Garcia Sanchez y col. [21) determinan el AIA utilizando como
reactivo CusO, en medio sulfidrico mediante fluorescencia conven-
cional, sincrénica y derivada (A, 400 nm, A, 475 nm, A\ 67 nm).
Los limites de deteccién son: 12, 22, 3 y 3 ng/mL para fluores-
cencia convencional, sincrénica, 12 derivada y 22 derivada res-
pectivamente.

* ACIDO INDOL-3-BUTIRICO

El &cido indol-3-butirico (AIB) es otra fitohormona derivada
del indol perteneciente al grupo de las auxinas que favore el
enraizamiento de las plantas. Se fabrica en forma de polvo ad-
herente o de pastillas solubles. Aparece en el metabolismo del
AIA en plantas y en tejidos animales. Al igual que el AIA su
determinacidén tiene interés en fisiologia vegetal y en quimica
clinica.

Sintesis.~- Se puede sintetizar por:

a) Calentando indol, ¢y-butirolactona y hidroxido sédico,
acidificando después el producto [22].

b) Por descarboxilacidén del &cido 2-carboxiindol-butirico
[23].

Propiedades.~ Tiene un ligero olor caracteristico. Punto de
fusién: 123-125°C. Es practicamente insoluble en agua y clorofor-

mo, en cambio es soluble en alcohol, eter y acetona.

Estructura.- En la figura 14 se muestra su estructura.
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Figura 14.-Estructura del &cido indol-3-butirico.

S CH,—CH_~CH,~CO_H

Métodos de andlisis.-

Pastore y col. [14] determinan AIB mediante cromatografia
en capa fina con distintos reactivos fluorogénicos de spray,
utilizando como eluyente CH;0H/CHC1;/CH;COOH, 75/25/0.4 6 75/25/~-
0.2 v/v. A continuacién se enumeran los distintos reactivo fluo-

rogénicos con los correspondientes limites de deteccidén obteni-
dos:

o-ftaldehido/H,S0, 12.5 mg/L
o-ftaldehido/2-mercaptoetanol/H,50, 100 mg/L
o-ftaldehido/cisteina 50 mg/L
H,50, 10 mg/L

Como se indicdé anteriormente Winefordner y col. [16] estu-
diaron la fosforescencia a temperatura ambiente de algunos deri-
vados indélicos en funcion del pH. Entre ellos determinan AIB a
PH neutro (A,, 287 nm y A, 448 nm) y a pH basico (A, 286 nm y
Aem 450 nm), siendo el limite de deteccidn encontrado de 0.25
mg/L.

Por Gltimo y al igual que el AIA, Pastore y col. [18] deter-
minan AIB de formulaciones comerciales por fluorescencia conven-
cional (Agy 347 nm y A, 404 nm) con o-ftaldehido en medio sul-
fdrico obteniendo un limite de deteccién de 8.0 ng/mL.
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Garcia Sanchez y col. [19]) aplican la fluorescencia sincré-
nica y sincrénica derivada al mismos método obteniendo 0.22, 0.19
Y 0.24 ng/mL como limite de deteccidén por fluorescencia directa,

sincrénica con 12 derivada y 22 derivada respectivamente.

Garcia Sanchez y col. [21] utilizan como reactivo CuSO, en
medio sulflrico. El limite de deteccién encontrado es de 6 ng/mL
por fluorescencia convencional (A,, 400 nm y A, 534 nm) y de 13
ng/mL por fluorescencia sincrénica (AN 134 nm).

* ACIDO INDOL-3-PROPIONICO

El acido indol-3-propionico (AIP) es un derivado del indol
que aparece en el metabolismo natural del AIA en plantas y teji-
dos de animales [19] y por ello tambien tiene interés en fisilog-
ia vegetal y en quimica clinica.

Estructura.- En la figura 15 se muestra su estructura.

Figura 15.- Estructura del &cido indol-3-propionico.

CHo—CH, 7 COLH

Métodos de andlisis.-

Anderson y col. [10] determinan AIP en fluido cerebroespi-
nal, sesos y plasma por cromatografia liquida de alta resolucién
con detector fluorimétrico. Utilizan como eluyente 70% de 0.01

M de acetato sédico pH=4 y 30% de acetonitrilo. El1 1limite de
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deteccidén es 0.14, 0.14 y 0.35 ng/mL en fluido cerebroespinal,
sesos y plasma respectivamente.

Al igual que el AIA y AIB, Pastore y col. [14] determinan
AIP por cromatrografia en capa fina con distintos reactivos fluo-
rogénicos utilizando el eluyente descrito anteriormente. Los
distintos reactivos junto con sus limites de deteccidn obtenidos
se muestran a continuacién:

o-ftaldehido/H,S0, 12.5 mg/L
o-ftaldehido/2-mercaptoetanol/H,S0, 100 mg/L
o-ftaldehido/cisteina 50 mg/L
H,50, 10 mg/L

También hemos encontrado en bibliografia los mismos métodos
espectrofluorimétricos para el AIP que para los anteriores deri-
vados inddlicos. Asi tenemos que con el reactivo o-ftaldehido en
medio sulfdrico [19] obtenemos como limite de deteccidén 0.22,
0.18 y 0.27 ng/mL por fluorescencia directa (A, 390 nm y Aem 430

nm), sincrénica con 12 derivada y 22 derivada respectivamente.

Utilizando el reactivo CusO, en medio sulfirico encontramos
como limite de deteccién 12 y 13 ng/mL por fluorescencia conven-
cional (A, 443 nm y A\, 526 nm) y sincrdnica (AN 83 nm) respec-
tivamente [21].

* ACIDO 5~HIDROXIINDOL-3-ACETICO

El &cido 5-hidroxiindol-3-acético (AHIA) es un metabolito
del triptofano que se forma a partir de la serotonina por 1la
accion de la monoamino oxidasa en el higado. El nivel de excre-
cidén en la orina es de 2 a 8 mg/dia. La elevacidn de su contenido
en orina esta relacionada con la existencia de tumores carcinoi-
des y procesos de metdstasis, de ahi la importancia de su deter-
minacién [24].
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Estructura.- En la figura 16 se muestra su estructura.

Figura 16.-Estructura del &acido 5-hidroxiindol-3-acético.

Métodos de andlisis.~- La importancia de la determinacién del
AHIA se debe a que como es el principal metabolito de la seroto-
nina, su contenido puede considerarse como un indice valioso para
estudiar el metabolismo érganico de la serotonina. Se ha demos-
trado que los pacientes con carcinoides malignos excretan grandes
cantidades de AHIA en la orina, como consecuencia de la excesiva
formacién de serotonina por el tumor carcinomatoso. Una amplia
investigacién de los mas variados procesos clinicos ha demostrado
que solamente en estos pacientes se encuentra una excreccidn
elevada de AHIA, por lo que la determinacién de AHIA urinario se
puede considerar como un medio sencillo de diagnéstico de esta
enfermedad [13].

El primer método de determinacién de este compuesto encon-
trado en bibliografia data de 1955 y consiste en una reaccién
colorimétrica directamente sobre la orina, basada en la reaccién
del AHIA con el 1-nitroso-2-naftol [25].

En 1993, Mukerjee y col. [26] proponen otro método colorimé-
trico para la orina basado en la oxidacién del AHIA con periodato
sdédico y posterior reaccidn con 3-metil-2-benzotiazolana para dar
un complejo un complejo cuya longitud de onda maxima de absorcién
es 510 nm.



INTRODUCCION 35

Pastore y col. en su trabajo de determinacién de derivados
del indol por cromatografia en capa fina [14] también determinan
AHIA con los distintos reactivos fluorogénicos obteniendo 1los
siguientes limites de deteccién:

o-ftaldehido/H,S0, 10.0 mg/L
c—ftaldehido/2—mercaptoetanol/H2804 5 mg/L
o-ftaldehido/cisteina 10 mg/L

Al igual que para el AIA Ohkura y col. [17] proponen un
método para determinar AHIA basado en la adsorcidn de éste sobre
un plato de cromatografia de capa fina impregnado con celulosa
o0 alimina y posterior determinacién fosforimétrica a temperatura
ambiente con distintos reactivos. En la tabla 3 se muestran los
maximos de excitacién y emisién y los limites de deteccién en-

contrados para las distintas condiciones estudiadas.

Tabla 3
Plato Reactivo Aoo/Ay, nm L.D. pmol/uL
Celulosa Citrato sédico 310/450 6.0
Acetato sédico 310/450 10.0
Sucrose 310/450 20.0
----------- 310/460 19.0
Alumina Citrato sbédico 310/445 1.0
Acetato sdédico 310/445 1.5
Sucrose 310/445 6.5
—————————— 310/445 11.5

Los métodos mas frecuente en bibliografia para la deter-
minacién del AHIA son los métodos cromatograficos y en especial
aquellos que utilizan la cromatografia liquida de alta resolu-

cién. En la tabla 4 resumimos los trabajos encontrados de dicha
técnica.
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Tabla 4.-Mé&todos de andlisis para AHIA por CLAR.

Detector Eluyente Matriz L.D. ref
ng/mL
Fluoresc. 90% 0.01M AcONa, pH 4.3 Fluido cerebro 1.1 10
hey 254 nm 10% Acetonitrilo
Fluoresc. 70% 0.01M AcONa, pH 4.3 Sesos 1.5 12
Aoy 280 nm 30% metanol
Aem 350 nm
Fluoresc. 0.005M &c. l-pentano Sesos 6.0 13
4. 278 nm sulfdénico, pH 3
X
A, 335 nm Metanol/agua (7/3)
Bl Ac. citrico Plasma 27
ectro- Fosfato sédico pH 4.8
quimica Metanol
i 28

Fluoresc. Orina
Aoy 285 nm
Aepm 340 nm

50 mM acetato pH 4.4 Orina 29
Fluoresc. 0.1 M (NH4),SOy4
Loy 360 nm . -
Ao 460 nm

Metanol/Acetato 14:86 Orina 200.0 30
Fluoresc.
Aex 295 nm
Aoy 345 nm . .

50 mM Ac. Tricloroacét. Orina 31
Electro- 1.7 mM AEDT
quimica 1.2 mM Trietilamina

pH 3 / Acetonitrilo

91/9

Miller y col. [32] proponen determinar el AHIA mediante es-
pectrofluorimetria utilizando como reactivo el o-ftaldehido en
etanol absoluto y en medio HCl, con A,, 360 nm y A,, 470 nm.

Pastore y col. [18] aplican el mismo método pero en medio
sulfdrico con aproximadamente las mismas condiciones (A, 357 nm
Y Aem 471 nm) y con un limite de deteccidn de 2.3 ng/mL.

Ishida y col. [33] aplican dos reactivos fluorogénicos nue-
vos como son la bencilamina (A,, 350 nm y A, 487 nm, l.d. 72
pmol/mL) y el 3,4-dimetoxibencilamina (Ag, 352 nm y A, 478 nm,
l.d. 2.4 nmol/mL).
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II.-FITOHORMONAS DERIVADAS DEL NAFTALENO
* ACIDO 1-NAFTILACETICO

El acido 1-naftilacético (ANA) es una fitohormona derivada
del naftaleno que actua como regulador del crecimiento de las
plantas. El principal objetivo en el andlisis de este tipo de
sustancias es el control de cultivos agricolas que van a ser
consumidos por el hombre. Dada su baja toxicidad, los niveles de
tolerancia de estos compuestos son relativamente alitos en las
legislaciones de varios paises. A pesar de que pueden ser peli-

grosas si se ingieren en grandes cantidades.

Sintesis.- Se sintetiza a partir de naftaleno y dcido cloro-
acético [34) y también a partir del naftilacetonitrilo [35].

Propiedades.- Es un polvo incoloro cristalino, cuyo punto
de fusidén es 134-135°C. Su solubilidad a 20°C es 420 mg/Kg en
agua; de 10.6 g/L en tetracloruro de carbono (26°C) y muy soluble

en acetona, etanol y propanol.

Estructura.- En la figura 17 se muestra la estructura del
dcido 1l~-naftilacético.

Figura....- Estructura del acido l1-naftilacético.
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Métodos de andlisis.- Existen métodos volumétricos de deter-
minacidén del &cido 1-naftilacético, como el método de Rooney
[36]. Baskakov y col. [37] determinan ANA por volumetria previo
proceso de saponificacidén, extraccién con benceno y valoracién
con KOH 0.05 N.

Kreshkov y col. [38] proponen otro método volumétrico en
medio metanol-alcohol isopropilico (1:2) basado en la valoracién
con metdéxido de sodio.

También puede determinarse espectrofotometricamente, asi
Nomura ([39] propone determinar ANA en disolucidn metandlica aci-
dificada, midiendo la absorbancia a 223 nm. El rango dinadmico
lineal esta comprendido entre 0.4-2.0 mg/L.

Young y col. [40] proponen un método para la determinacidn
de residuos de ANA en pifias, mediante la extraccién del ANA en
éter de petrdleo-éter etilico y posterior reextraccién en agua.
Las longitudes de onda de los maximos de absorcidén son 223, 272,
282 y 292 nm, el limite de deteccidn es de 0.03 mg/L.

Las caracteristicas espectrofluorimétricas del ANA fueron

descritas en metanol y agua por primera vez por Hornstein [41].

Jollife y col. [42] determinan residuos de ANA en citricos
espectrofluorimetricamente pudiendo determinar hasta 0.1 mg/L de
ANA. Posteriormente, el mismo autor [43], determina residuos de
ANA en manzanas con una sensibilidad de 0.01 mg/L.

Garcia Sanchez y col. [44] determinan ANA en manzanas por
espectrofluorimetria convencional y de derivadas en un medio 50%
etanol/agua, a pH 9, a una longitud de onda de excitacién de 275
nm y emisién de 330 nm. Los limites de deteccidn encontrados son
de 4, 1.1 y 1.6 ng/mL para fluorescencia convencional, primera
derivada y seqgunda derivada respectivamente.
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Por otra parte, el ANA puede determinarse en diferentes
medios disolventes mediante fosforescencia a baja temperatura.
Sanders y Winefordner [45] localizan el maximo de excitacién a
295 nm y el maximo de emisién a 510 nm, calculando un tiempo de
vida de la emisidén de 2.8 s y limite de deteccidén de 4-10"% mg/L,
todo ello en etanol absoluto. M&s tarde los mismos autores [46]
utilizando como disolvente etanol:agua (10:90 v/v) establecen dos
maximos de excitacién 230 y 297 nm y tres maximos de emisién
localizados a 484, 514 y 550 nm. El tiempo de vida media es de
2.7 s y el limite de determinacién 0.2 mg/L.

También se ha usado la fosforescencia a temperatura ambiente
estudiando el ANA absorbido en papel de filtro [46], en medio
etanol:agua (10:90 v/v). Los maximos de excitacién se localizan
a 233 y 299 nm y los tres maximos de excitacidén a 494, 516 y 554
nm, estableciéndose el limite de deteccién en 2 mg/L.

Su y col. [47] determinan ANA en mezclas sintéticas de pes-
ticidas y sustancias téxicas, utilizando la fosforescencia a
temperatura ambiente con la presencia de diferentes &tomos pesa-
dos.

Por Ultimo, Zhang y col. (48] realizan estudios sobre la
fosforescencia a temperatura ambiente de ANA utilizando ciclodex-
trinas.

Diversos métodos cromatograficos han sido propuestos para
la determinacidén de ANA en diferentes matrices. A continuacién

se enumeran los mas representativos:

-Residuos de ANA han sido determinados en patatas por com-

binacién de cromatrografia de gases y espectrofotometria UV [49].

-Por cromatografia gas-liquido se determina residuos de ANA
en aceitunas [50)], midiendose a 360 nm y pudiendose determinar
hasta 0.1 mg/L.
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-Por cromatografia de gases y deteccidén de captura de elec-
trones [51] se determina residuos de ANA en concentraciones de

0.1 mg/L en peras y manzanas.

-Moy y Wheaton [52] determinaron residuos de ANA en naranjas
y mandarinas por HPLC con deteccidén fluorimétrica con un limite
de deteccién de 0.008 mg/L.

-Krause [53] determina ANA por CLAR con deteccidén fluorimé-
trica (Ao 288 nm y A,, 330 nm). El rango dinadmico lineal esta
comprendido entre 0.5 y 15 ng de ANA.

~Se determina ANA en manzanas [54] mediante CLAR utilizando
como fase mévil metanol-agua y deteccidn fotométrica a 283 nm.
El limite de deteccidn es de 20 ng/g.

* 1-NAFTILACETAMIDA

El 1-naftilacetamida (ANA-A) es una fitochormona derivada del
naftaleno que actua como reguladora del crecimiento de plantas

Y normalmente se encuentra junto al acido 1-naftilacético.

Propiedades.- Forma cristales incoloros de punto de fusién
de 180°C y es ligeramente soluble en agua y soluble en eter,
acetona, acido acético y en alcohol.

Estructura.- La estructura del ANA-A se muestra en la figura
18.
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Figura 18.- Estructura del ANA-A.

CH,—CONH,
|

Métodos de andlisis.- Son escasos los métodos propuestos
para el andlisis del ANA-A debido a que la atencién se ha cen-

trado casi exclusivamente en el ANA. Sigrist y col. [43) deter-

minan fluorimétricamente el ANA-A en manzanas hidrolizandolo a
ANA con una sensibilidad de 0.025 mg/L.

Cochrane y col. [55] utilizan CLAR con deteccidn fotométrica
y fluorimétrica para determinar ANA-A en manzanas obteniendo una
sensibilidad de 10 ng/mL y de 100 ng/mL para la deteccién fluori-
métrica y fotométrica respectivamente.

Garcia Sanchez y col. [56] aplican la metodologia de fluoces-
cencia sincrénica derivada para la determinacidén de residuos de

ANA-A en manzanas obteniendo como limite de deteccién 0.6 ng/mL.
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L.-REACTIVOS, DISOLUCIONES E INSTRUMENTACION.

-Acido Indol-3-Acético, SIGMA
-Acido Indol-3-Propibénico, SIGMA
-Acido Indol-3-Butirico, SIGMA
-Acido 5-Hidroxiindol-3-Acético, SIGMA
~Acido 1-Naftilacético, SIGMA
~Acido 1-Naftilacetamida, SIGMA
-Acido Giberélico, SIGMA

-Ziram, SIGMA

-Acido Clorhidrico, PANREAC 35% purisimo.
~Hidréxido Sédico, MERCK p.a.
-Cloruro Sédico, MERCK p.a.
-Perclorato Sédico, MERCK p.a.
-Fosfato Disédico, MERCK p.a.
-Fosfato Monosédico, MERCK p.a.
-Sulfito Sédico, MERCK p.a.

=AEDT, MERCK p.a.

-Hipoclorito Sédico, CARLO ERBA.
-Titrisol patrén de Silice, MERCK.
-Titrisol patrdén de Nitrato, MERCK.
-Titrisol patrdén de Sulfato, MERCK.
-Titrisol patrén de Calcio, MERCK.
-Titrisol patrdn de Magnesio, MERCK.
-Titrisol patrén de Sodio, MERCK.
-Titrisol patrén de Potasio, MERCK.
-Titrisol patrén de Hierro, MERCK.
-Titrisol patrén de Aluminio, MERCK.

Disolventes:
-Etanol absoluto 99,5%, PANREAC.

-Agua desionizada.
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I.2.-DISOLUCIONES.

-Disoluciones de Acido 3-acético indol, Acido 3-propiénico
indol, Acido 3-butirico indol, Acido 5-hidroxi-3-acético indol,
Acido 1-naftilacético y 1-naftilacetamida de 100 mg.L™! prepara-
das disolviendo 0,0250 g de sustancia en 250 mL de etanol absolu-
to.

Las disoluciones de trabajo se preparan a partir de estas
por simple dilucidén con etanol absoluto.

-Disolucidén reguladora de H2PO4'/HPO4'2 preparada a partir
de 100 mL de Na,HPO, 0,1 M al 50% etanol/agua y el volumen ade
cuado de NaH,PO, 0,1 M al 50% etanol/aqua. |

-Disolucién de HC1l 1 M.

-Disolucidén de NaOH 0,2 M.

-Disolucién de NaCl 5 M.

-Disolucién de NaClo, 5 M.

-Disolucién de AEDT 1 g.L7!.

-Disolucién de Na,SO; 0,1 g.L"t.

I.3.-SOPORTES EMPLEADOS.

Los soportes sdlidos empleados son de diverso tipo como C-18
Y Sephadex QAE-A-25, DEAE-A-25, SP-C-25, G-15 y G-25.

Se utiliza resina de cambio anidénico fuerte Sephadex QAE A-

25 (Sigma) en ciclo cloruro con una capacidad de 3,0 * 0,4 meq.g~
1

El Sephadex es un cambiador idénico, sustancia natural o
sintética, portadora de grupos idnicos fijos, capaz de intercam-
biar contraiones ligados a ella por cantidades equivalentes de
otros iones en disolucién.

Su estructura consiste en una matriz insoluble formada por
cadenas dextrano entrecruzadas mediante epiclorhidrina, que tiene

unidos, mediante enlace eter, ciertos grupos cargados, dietil-(2-
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hidroxi-propil)aminoetil, que estan asociados a contraiones mévi-
les (C17).

Su caracter hidrofilico radica en el gran nimero de grupos
hidroxilo que posee en su estructura, razén por la cual se produ-
ce el hinchamiento de este tipo de geles en medio acuoso y en
disolucidén de electrolitos.

Se encuentran disponibles en tres grados de porosidad dife-
rentes que responden a las denominaciones 15, 25 y 50. Empleamos
una porosidad intermedia (25) ya que los de mayor porosidad su-
fren un mayor hinchamiento presentando dificultades para su empa-
quetamiento.

I.4.-INSTRUMENTACION.

-Espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS-50 provisto de:
-Lampara de descarga modulada de Xendn de 20 kW.
~Monocromadores Monk-Gillieson cuyo intervalo de longi-

tud de onda es de 200 nm a 800 nm en el orden cero
para excitacién y de 200 nm a 900 nm en el orden cero
para emisién.

-Curva de correccidén de Rhodamina que estad almacenada
para corregir la respuesta del fotomultiplicador de
referencia.

-Fotomultiplicador Gated.

-Fluorescence Data Manager Software.

-Desionizador de agua SETA compuesto por un equipo de osmo-
sis inversa mod. BL-A3 y un equipo de cambio iénico mod. SETAPUR-
4E. ,

~Agitador rotativo de botellas Agitaser mod. 2000 de veloci
dad de rotacién variable en el intervalo de 0-100 rpm.

-Ultrasonidos Selecta.

-pH-metro digital Crison mod. 517.

-Balanza analitica Mettler mod. AE 163.

-~Termostato Thermomix 1441.

-Bomba Blichi B 169.
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I.5.-MATERIAL DE LABORATORIO.

-Matraces aforados (clase A) Afora de diferentes volimenes.

-Pipetas aforadas y graduadas de distintos volimenes, clase

A.

-Vasos de precipitado de diferente capacidad.

-Botellas de vidrio Schott de diferente capacidad.

-Goteros provistos de tetinas para el empaquetamiento de la
resina en la cubeta de medida.

~Cubetas de fluorescencia STARNA (tipo 1-Q-1-6) de 1 cm y
1 mm de paso de luz para las medidas en disolucidén y en fase
s6lida respectivamente.

-Embudos filtrantes provistos de placa de vidrio sinteriza-
do.

I.6.~-ORDENADORES Y PROGRAMAS INFORMATICOS.

-Ordenador personal 386SX con:
-4 Mbytes de memoria RAM.
-Disco duro de 80 Mbytes.
-Unidades de disco flexible de 51/% y 31/2 pulgadas.
-Targeta grafica Super VGA.
-Impresora Canon BJ-300 y Hewlett Packard Laserjet III.
~Programas empleados:
-Wordperfect V 5.1.
-Harvard Graphics V 3.00 (Bistream Inc. 1991).
~Grapher V 1.75 (Golden Softwar Inc. 1988). 7
-Surfer V 4.13 (Golden Softwar Inc. 1989), adaptado y
modificado por nosotros.
-Statgraphics V 6.0
-ALAMIN (Ana Garcia Campafia. Tesis doctoral. Univer
sidad Granada 1995).
-La recogida y tratamiento de datos se ha realizado
mediante el programa Fluorescence Data Manager (Per-
kin-Elmer).
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La comunicacidén con el espectrofluorimetro se ha esta-
blecido mediante una interface R-232C, via puerto se-
rie, permitiendo el registro de cualquier tipo de es-
pectro, sea de fluorescencia o de fosforescencia. Los
espectros fueron almacenados en discos flexibles de
31/2 pulgadas para su posterior tratamiento con los

programas anteriormente citados.
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En este capitulo abordamos el estudio individual de cada una
de las fitohormonas seleccionadas: acido indol-3-acético (AIA),
dcido indol-3-butirico (AIB), &cido indol-3-propidnico (AIP),
dcido 5-hidroxiindol-3-acético (AHIA), &acido 1-naftilacético
(ANA) y l1l-naftilacetamida (ANA-A); con objeto de establecer las
caracteristicas fluorescentes asi como la influencia que ejercen

las diferentes variables quimicas sobre ellas.

Debido a la baja solubilidad de las fitohormonas selecciona-
das en agua se ha elegido etanol absoluto como disolvente para
preparar las disoluciones patrén, evitando asi posteriores pro-
blemas de miscibilidad con el agua, ya que nuestro estudio se va
ha realizar en este medio. El estudio se ha realizado en medio
etanol-agua al 50%.
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I.-CARACTERISTICAS ESPECTRALES.

I.1.-ESPECTROS DE LUMINISCENCIA TOTAL.

Para consegulr una descripcidén completa de las caracteristi-
cas fluoresce:Les de un determinado compuesto, se requiere un
espectro tridimensional, en el cual uno de los ejes es la escala
de la longitud de onda de excitacién; un segundo eje, representa
la longitud de onda de emisidn, y el tercero, es el eje de inten-
sidades. Tales espectros son conocidos como espectros de excita-

cién/emisidén o espectros de luminiscencia total.

Este espectro de luminiscencia total es una proyeccidn que
contiene n espectros individuales superpuestos. En nuestro caso
la obtencidén de los mismos ha sido posible gracias a la comunica-
cién, via puerto serie (RS-232 C), establecida entre el espectro-
fluorimetro y un ordenador tipo PC; a un programa de recogida y
tratamiento de datos (FLDM) y a un programa de representacién
tridimensional (GOLDEN SURFER). Mediante un programa BASIC escri-
to en el dialecto de FLDM se registran una serie de espectros de

emisidén con un incremento de A constante. Estos espectros son

exc
trans formados en un fichero de formato .GRD compatible con el

GOLDEN SURFER mediante un programa PASCAL.

Para la obtencidén de los espectros tridimensionales de las
fitohormonas se prepararon disoluciones de 25 ug.L”! en un volu-
men final de 10 mL al 50% etanol/agua de cada uno de ellos a
partir de disoluciones etanélicas intermedias de 1 mg.L”!, para
lo cual se pipeteo 0.25 mL de dichas disoluciones, 4.75 mL de
etanol y se enrasd con agua bidestilada. A continuacién se proce-
dié al registro de los espectros en las siguientes condiciones:

-Intervalo de emisidén entre 290 y 410 nm.

-Intervalo de excitacidén entre 200 y 280 nm.

-AN

-Rendijas de excitacidén y emisién de 5 nm.

-Velocidad de barrido 240 nm.min~l.

exc 2 nm.



ESTUDIO ESPECTROFLUORIMETRICO DE LOS ANALITOS 55

-Nimero de barridos 40.

Con objeto de obtener el espectro de luminiscencia neto del
sistema y hacer desaparecer la linea Rayleigh de la representa-
cidén se registrd el espectro del blanco (disolucién al 50% eta-
nol/agua) en las mismas condiciones, para a continuacién restar-
selo al sistema.

El resultado se muestra en la figuras II.1, II.2, II.3 II.4,
II.5 y II.6.

FIGURA II.l.-Espectro tridimensional del AIA.
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FIGURA II.2.-Espectro tridimensional del AIB.

IR~

FIGURA II.3.-Espectro tridimensional del AIP.

2.
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FIGURA II.4.-Espectro tridimensinal del AHIA.

FIGURA II.5.-Espectro tridimensional del ANA.
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FIGURA II.6.-Espectro tridimensional del ANA-A.

I.2.-MAPAS DE CONTORNO (TOPOGRAMAS).

Un segundo método para representar los espectros de luminis-

cencia total es mediante curvas de nivel o topogramas.

Esta posibilidad también estad contemplada en las opciones
de GOLDEN SURFER. Los dos ejes normales representan las longitu-
des de onda de excitacidén y de emisidén mientras que las intensi-
dades se expresan con una serie de curvas de nivel. Este sistema
presenta ventajas importantes pues permite, entre otras cosas,
determinar el maximo del sistema con gran precisién, calcular el
intervalo de longitud de onda éptimo para la obtencién de espec-
tros sincrénicos y trazar la ruta mids conveniente cuando se tra-

baja en fluorescencia sincrénica de angulo variable o asincréni-
ca.

A continuacidn se muestran las curvas de nivel de las fito-
hormonas estudiadas.
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FIGURA II.7.-Topograma del AIA.
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FIGURA II.9.-Topograma del AIP.
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FIGURA II.1ll.-Topograma del ANA.
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I.3.-ESPECTROS BIDIMENSIONALES.

El espectro de luminiscencia total, como se ha indicado
anteriormente, nos permite tener una visién global del comporta-
miento fluorescente del sistema y poder elegir la caracteristicas
espectrales 6ptimas, extrayendo mediante la opcidn correspondien-
te del programa utilizado, los espectros de emisidn y excitacidn
mads intensos del conjunto. Asi se obtuvieron los espectros bidi-
mensionales representados a continuacidén, de los cuales se selec-
ciond la longitud de onda de trabajo, para la madxima intensidad,

tanto de excitaciédn como de emisién.

FIGURA II.1l3.-Espectros de excitacién (---) y emisidén (——) del AIA.
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FIGURA II.1l4.-Espectros de excitacién (~-~) y emisién (——) del AIB.
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FIGURA II.15.-Espectros de excitacién (---) y emisidén (——) del AIP.
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FIGURA II.l7.-Espectros de excitacidén (-~-) y emisidn (——) del ANA.
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FIGURA II.18.-Espectros de excitacidén (~--) y emisidn (——) del ANA-A.
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En la tabla II.1 se indican las longitudes de onda maxima
de excitacién y de emisién asi como la relacidén intensidad rela-

tiva de fluorescencia / concentracién de cada uno de los analitos

estudiados.

TABLA II.1
Fitohormonas Aoy DM Aoy N IRF/Conc.
IAA 222 359 5.63
AIB 222 359 9.83
AIP 222 359 4.69
AHIA 222 341 2.28
ANA 222 337 15.55
ANA-A 222 337 6.50

De la obsevacidédn de la anterior tabla II.1 y figuras II.13-
I1.18 puede deducirse que todas las fitohormonas en estudio pre-
sentan espectros de excitacién de morfologia similar con un maxi-
mo situado a 222 nm. E1 AIA, AIB e AIP presentan asi mismo espec-

tros de emisidén de morfologia muy parecida con un médximo situado
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a 359 nm. Por su parte el ANA y ANA-A presentan espectros de
emisién idénticos con un maximo a 337 nm. El1 AHIA se diferencia
de las anteriores en la posicidén del maximo que pasa a 341 nm.

Por otra parte el ANA posee el mayor rendimiento relativo
de fluorescencia (15.55) y el AHIA el menor (2.28).

I1.-OPTIMIZACION DE VARIABLES.

Con objeto de establecer la posibilidad de la determinacién
individual de estos analitos a muestras reales, estudiamos la in-
fluencia que ejercen las distintas variables quimicas sobre la

intensidad relativa de fluorescencia.

Las variables seleccionadas son: la acidez del medio, posi-
ble empleo de disolucién reguladora, fuerza idénica, estabilidad

de los analitos, temperatura y porcentaje de etanol utilizado.
II.1.-INFLUENCIA DEL PH DEL MEDIO.

Para estudiar la posible influencia que ejerce la acidez del
medio sobre la intensidad de fluorescencia de las fitohormonas

en disolucidn se realizd la siguiente experiencia:

Se prepard en una serie de matraces aforados de 100 mL en
los que se introdujeron respectivamente 5 ml de disolucién eta-
nélica de 1 mg.Lfl para cada fitohormona, excepto para el ANA que
se pipetearon 2.5 mL, 45 mL de etanol absoluto (47.5 mL en el
caso del ANA), 50 mL de agua bidestilada y se enrasd con etanol-
agua al 50%. Dicha disolucidén se transfiridé a un vaso de preci-
pitado de 200 mL y mediante la adicidn de pequefios volGmenes de
dcido clorhidrico e hidréxido sédico de concentracién adecuada,
se ajustd el pH al valor deseado en cada caso. A continuacidn se
registrarén los espectros de excitacién y emisién con las si-

guientes condiciones operatorias:
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Parametro AIA AIB AIP AHIA ANA ANA-A
A

exeD 222 222 222 222 222 222
Intervalo,,, | 200-300 | 200-300 [ 200-300 | 200-300 | 200-300 | 200-300
Aggunm 359 359 359 341 337 337

Intervalo,, | 300-440 | 300-440 | 300-440 | 300-440 | 300-400 | 300-400

Rendijas ... 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5

La experiencia se repitié sucesivamente para cada valor del

PH seleccionado en el intervalo comprendido entre pH=1.0 y 14.0.

En la tabla II.2 y en la figura II.19 se muestra la maxima
intensidad relativa de fluorescencia a 1la longitud de onda de
emisién de cada fitohormona.
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TABLA II.2.-Influencia del pH del medio.

fitohormona pH IFR pH IFR
1.62 283.64 324.64

2.01 285.59 334.12

2.84 284.86 333.39

3.63 285.59 334.85

AIA 4.12 287.29 333.47

4.67 293.38 330.58

5.03 298.01 330.15

5.56 305.56 321.77

6.06 314.58 285.10

ANA

1.00
2.10
2.80
3.90
4.60
5.10
6.00
6.46
7.10

173.30
300.42
333.54
366.65
384.81
385.47
396.56
464.93

354.52
354.82
354.03
354.39
360.39
376.60
388.07
388.93
389.40

7.70
8.00
8.70
9.42

10.00
11.00
12.00
13.00

391.40
391.73
391.60
391.51
391.47
390.50
384.71
361.52
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TABLA II.2.~-Continuacidn.

1.60 384.04 8.70 381.45
2.00 382.70 10.60 380.18
2.50 382.23 11.00 389.02

ANA-A 3.44 382.71 12.00 373.87
4.10 383.74 13.00 304.41
5.56 383.38 13.70 107.77
6.60 382.82

FIGURA II.19.-Influencia del pH.
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Los resultados obtenidos nos permiten deducir las siguientes
conclusiones:

-Las longitudes de onda de excitacién y emisién permanecen
constantes en el intervalo de pH en el gue cada analito muestra
fluorescencia.

-El ANA y ANA-A presentan elevada intensidad relativa de
fluorescencia a pH inferior a 11, decreciendo al aumentar el
valor de aquel.

-Las fitohormonas derivadas del indol presentan maxima in-
tensidad relativa de fluorescencia en el intervalo de pH compren-~
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dido entre 7 y 11, disminuyendo aquella para valores superiores

e inferiores de este.
-E1 AHIA no presenta fluorescencia a pH inferior a 4.
II.2.-INFLUENCIA DEL VOLUMEN DE LA DISOLUCION REGULADORA.

Ante la conveniencia de fijar el pH del medio como se ha
puesto de manifiesto en la experiencia anterior, se ha seleccio-
nado el sistema HPO,™2 0.1 M / H,P0,”' 0.1 M a pH 8 al 50% etanol-
agua como el mads adecuado en todos los casos, ya que no ejerce
ninguna influencia sobre la intensidad relativa de fluorescencia
del sistema respecto a la obtenida cuando se emplea HCl o NaOH
para fijar el pH del mismo. Hemos estudiado la influencia que el
volumen de disolucidén reguladora ejerce sobre la intensidad de

fluorescencia de las fitohormonas.

Para tal fin se prepard una serie de matraces aforados de
10 mL para cada fitohormona que contenian 50 ug.L‘l, para lo cual
se pipeted 0.5 mL de una disolucidén de 1 mg.L‘1 de cada uno de
ellos (excepto para el ANA que su contenido era de 25 ug.L7!),
volimenes crecientes de la disolucidn reguladora y el volumen
necesario de etanol absoluto y agua bidestilada para obtener una

disolucidén al 50% etanol-agua, enrasando con etanol-agua al 50%.

Se registrardén los espectros de emisién con las siguientes
condiciones operatorias:

Parametro AIRA AIB AIP " AHIA ANA ANA-A
Aoyl 222 222 222 222 222 222
Ao 359 359 359 341 337 337

Interva- 300-440 | 300-440 | 300-440 | 300~-440 | 300-440 | 300-440
lo.,
Rendijas 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5
exc/em
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Se midié la intensidad relativa de flluorescencia a la lon-
gitud de onda de emisién de cada fitohormona. Los resultados
obtenidos se recogen en la tabla II.3 y se representan en la
figura II.20.

TABLA II.3.-~-Influencia del volumen de disolucidén reguladora.

IFR
Volumen
mL AIA AIB AIP AHIA ANA ANA-A
1 310.90 516.15 240.37 143.24 389.24 345.26
2 308.13 514.94 237.92 144.71 391.36 349.54
4 306.75 512.40 239.39 148.79 393.48 348.51
6 303.36 514.27 247.10 138.09 401.26 345.54
8 300.21 525.55 237.19 129.17 405.50 347.15

FIGURA II.20.-Influencia del volumen de disolucidn reguladora.
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La observacidn de los resultados obtenidos pone de manifies-
to que la intensidad de fluorescencia permanece constante para
el volumen de disolucién reguladora ensayado. Elegimos 2 mL para
experiencias posteriores ya que éste volumen asegura la constan-

cia del pH 6ptimo del sistema.
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II.3.-INFLUENCIA DE LA FUERZA IONICA.

Se ha realizado el estudio de la influencia que la fuerza
idnica del medio ejerce sobre la intensidad de fluorescencia del

sistema empleando dos sales diferentes NaCl y NaClO,.

Para ello se prepararon dos series de matraces aforados de
10 mL para cada fitohormona conteniendo 50 ug.L‘l, para lo cual
se introdujeron en cada uno de ellos 0,5 mL de disolucidn de 1
mg.L™! de cada fitohormona (excepto para el ANA que su contenido
era de 25 pg.L7!), 2 mL de disolucién reguladora HPO, 2 0,1 M/-
H2PO4'1 0,1 M a pH 8 en etanol-agua al 50%, cantidades crecientes
de NaCl 5 M 6 NaClOo, 5 M, volumen necesario de etanol absoluto
Y agua desionizada para obtener una disolucidn al 50% etanol/agua

y disolucidn de etanol-agua al 50% para enrasar.

Se registrardén los espectros de emisidén en las siguientes

condiciones operatorias:

Pardmetro AIA AIB AIP AHIA ANA ANA-A
Aoy 222 222 222 222 222 222
A gqnim 359 359 359 341 337 337
Interva- 300-440 300-440 300-440 300-440 300-440 | 300-440
logm
Rendijas 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5
exc/em

En las tablas II.4 y II.5 se muestra la maxima intensidad
relativa de fluorescencia a la longitud de onda se emisién co-
rrespondiente a cada fitohormona y se representa en las figuras
I1.21 y II.22.
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TABLA II.4.-Fuerza idnica (NacCl).

IFR

[NacCl]

(M) AIA AIB AIP AHIA ANA ANA-2A
0.1 311.93 512.48 250.47 150.44 389.54 349.51
0.2 312.17 515.72 260.98 155.06 388.45 349.11
0.4 313.12 509.55 249.63 154.45 387.67 347.56
0.6 314.73 506.32 252.99 150.44 387.15 348.64
0.8 314.07 510.40 261.40 149.44 387.15 347.56
1.0 314.78 506.32 242.06 144.94 387.15 346.87
1.5 312.53 506.32 242.48 148.52 388.19 348.51
2.0 309.66 511.69 245.53 156.43 387.89 349.81

FIGURA II.21.-Fuerza idnica (NaCL).
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TABLA II.S5.-Fuerza idnica (NaCloOy,)

IFR
(NaClo,)

AIA AIB AIP AHIA ANA ANA-A

0.1 323.87 | 456.61 | 230.37 | 158.97 388.22 348.56
0.2 360.87 | 460.24 | 227.92 | 157.06 388.73 347.12
0.4 356.25 | 461.45 | 229.39 | 155.45 387.22 345.28
0.6 363.18 | 449.35 | 247.10 | 151.44 389.23 348.36
0.8 355.09 | 454.19 | 237.19 | 156.44 386.72 346.58
1.0 357.40 | 455.72 | 243.06 | 157.94 392.24 348.65
2.0 363.59 | 459.93 | 242.21 | 156.43 389.73 347.68

FIGURA II.22.-Fuerza ibnica (NaClQy).
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De la observacién de las figuras II.21 y II.22 podemos con-
cluir que la fuerza idnica no influye sobre la intensidad de

fluorescencia de las fitohormonas en estudio.
II.4.-ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD.

Para establecer la estabilidad de las fitohormonas con el
tiempo se prepard una disolucién de 50 ug.L”!, para lo cual se
introdujeron en un matraz de 10 mL 0,5 mL de disolucidén de 1
mg.L”1 de fitohormona (excepto para el ANA gque su contenido era
de 25 pg.L7!), 2 mL de disolucidén reguladora HPO,"? 0,1 M/H,PO,!
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0,1 M a pH 8 al 50% etanol-agua, volumen necesario de etanol
absoluto y agua desionizada para obtener una disolucidén al 50%

etanol/agua y disolucién al 50% etanol-agua para enrasar.

Se registraron los espectros de emisidén periddicamente en
las siguientes condiciones operatorias:

Parametro AIA AIB AIP AHIA ANA ANA-A
P P 222 222 222 222 222 222
lmnnm 359 359 359 341 337 337

Inter- 300-440 | 300-440 | 300-440 | 300-440 | 300-400 | 300-440
valo.,
Rendijas 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5
exc/em

En la tabla II.6 se muestra la maxima intensidad relativa
de fluorescencia a la longitud de onda de emisién de cada fi-

tohormona y se representa en la figura II.23.

TABLA 1I.6.-Estabilidad de las fitohormonas.

Tiempo IFR

(min)

AIA AIB AIP AHIA ANA ANA-A

1 322.78 442.91 284.81 143.92 395.67 347.21

5 322.78 449.24 281.64 143.92 412.00 348.56

10 329.11 465.06 287.97 150.25 414.66 349.12

15 341.77 455.56 281.64 150.25 413.98 348.51

30 344.93 458.73 278.48 153.41 414.25 348.75

45 344.93 455.56 281.64 153.41 416.48 347.15

60 343.92 462.25 280.36 152.96 415.22 348.54

90 344.58 459.58 281.54 153.21 416.89 349.47

120 345.21 455,68 280.99 152.36 415.21 348.51

150 344.26 453.48 282.36 153.54 415.58 347.85

180 345.10 456.45 281.58 152.99 415.88 349.14
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FIGURA 1I.23.-Estabilidad de las fitohormonas.
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De la tabla II.6 y figura II.23 podemos concluir que a par-
tir de un minuto después de la preparacidn de las disoluciones

de las fitohormonas estas son estables hasta al menos 3 horas.
II.5.-INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA.

Para tal fin se prepard una disolucién de 50 ug.L™ ! (excepto
para el ANA que es de 25 ug.L‘l) y se registraron los espectros
de emisién para cada fitohormona, variando la temperatura, en las

siguientes condiciones operatorias:

Parametro AIA AIB AIP AHIA ANA ANA-A
Ayonimm 222 222 222 222 222 222
lemnm 359 359 359 341 337 337

Inter- 300-440 | 300-440 | 300-440 | 300-440 | 300-440 | 300-440
valo,,
Rendijas 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5
exc/em




ESTUDIO ESPECTROFLUORIMETRICO DE LOS ANALITOS

En la tabla II.7 se muestra la maxima intensidad relativa
de fluorescencia a la longitud de onda de emisién de cada fi-
tohormona al calentar el sistema y en la tabla II.8 al enfriar
el sistema con ayuda de un termostato, Yy se representan grafica-
mente en la figuras II.24, II.25, II.26, II.27, II.28 y II.29.

TABLA II.7.-Influencia de la temperatura, calentamiento.

IFR
°c
AIA AIB AIP AHIA ANA ANA-A
5 325.13 468.70 257.65 333.00 415.95 375.95
10 324.21 442.60 256.62 329.92 411.99 371.99
15 320.98 420.80 255.59 329.61 407.11 367.11
20 320.06 405.00 253.27 323.12 405.80 365.80
25 319.13 379.62 251.47 311.84 401.73 361.73
30 315.44 360.94 250.96 305.90 396.67 356.67
35 312.67 343.65 248.90 299.22 390.54 350.54
40 305.48 314.69 246.33 282.53 385.95 345.95
45 296.51 293.60 242.47 266.70 381.30 341.30
50 285.74 271.70 239.54 253.46 376.53 336.53
55 277.48 237.00 234.21 239.62 369.43 329.43
60 273.89 206.20 232.97 224.58 365.83 325.83
TABLA II.8.-Influencia de la temperatura, enfriamiento.
IFR
°c

AIA AIB AIP AHIA ANA ANA-A

60 276.94 207.70 232.97 228.26 365.83 325.83

55 284.51 233.30 235.63 251.29 373.85 333.85

50 295.44 278.50 242.58 272.70 382.10 342.10

45 304.28 311.80 248.62 294.49 390.02 350.02

40 316.05 340.30 249.51 319.47 399.44 359.44

35 323.62 376.70 254.66 341.88 409.51 369.54

30 333.53 406.80 259.89 362.39 419.00 379.14

25 338.94 431.50 260.18 384.10 425.24 385.24

20 344.35 455.50 261.34 400.23 433.98 393.98

15 350.36 474.20 265.70 424.05 441.21 401.21

10 355.17 496.90 266.86 441.03 448.18 408.18

5 357.09 507.20 265.99 462.40 453.21 415.41
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FIGURA II.24.-Influencia de la temperatura sobre AIA.
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FIGURA II.25.-Influencia de la temperatura sobre AIB.
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FIGURA II.26.-Influencia de la temperatura sobre AIP.
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FIGURA II.27.-Influencia de la temperatura sobre AHIA.
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FIGURA II.28.-Influencia de la temperatura sobre ANA.
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FIGURA II.29.-Influencia de la temperatura sobre ANA-A.

700

600
500

400 +-—'+-—-——f_

G

IFR

0 1 T T T T 1
0 10 20 30 40 60 70

T* (°C)

W
<

= calentamiento +enfriamiento



ESTUDIO ESPECTROFLUORIMETRICO DE LOS ANALITOS 81

De las figuras II.24-II1.29 se deduce qﬁe la intensidad rela-
tiva de fluorescencia decrece cuando la temperatura incrementa,
Ya que el aumento de la frecuencia de choques a temperatura ele-
vada aumenta la probabilidad de desactivacién por conversidn
externa. Esto nos obliga a fijar su valor. Se ha elegido como
temperatura de trabajo 20.0r 0.5°C, préxima a la temperatura

ambiente y fécil de conseguir mediante el empleo de un simple
termostato.

II.6.-INFLUENCIA DEL PORCENTAJE DE ETANOL.

Teniendo en cuenta que las disoluciones de trabajo de las
fitohormonas van a contener un cierto volumen de etanol prove-
niente de la disolucidn patrén y que vamos a trabajar con mues-
tras acuosas, tenemos que estudiar la influencia que el porcenta-

je etanol/agua puede ejercer sobre la intensidad relativa de
fluorescencia.

Para ello se preparardn para cada fitohormona disoluciones
que contenian 50 ug.L”! (excepto para el ANA que contenia 25
ug.L‘l) con diferentes porcentajes de etanol/agua y se registra-
rén los espectros de emisién en las siguientes condiciones o-
peratorias:

Parametro AIA AIB AIP AHIA ANA ANA-A
lmwnm 222 222 222 222 222 222
lemnm 359 359 359 341 337 337

Inter- 300-440 300-440 300-440 300-440 300~440 300-440
valo,,
Rendijas 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5
exc/em
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En la tabla II.9 se muestra la maxima intensidad relativa
de fluorescencia a la longitud de onda de emisidén para cada fi-

tohormona. Se representa graficamente en la figura II.30.

TABLA II.9.-Influencia del porcentaje etandlico.

IRF
% Etandlico
AIA AIB AIP AHIA ANA ANA-A
25 267.54 379.86 218.30 118.11 391.24 350.54
50 343,25 487.21 281.25 127.10 390.99 349.87
75 298.41 423.69 243.60 140.57 234.14 209.40
100 253.82 360.38 207.20 152.31 66.34 59.33

FIGURA II.30.-Influencia del porcentaje etandélico.
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De la tabla anterior tenemos que para el AIA, AIB e AIP la
intensidad maxima de fluorescencia se da para el 50% etanol/agua,
para el AHIA la intensidad de fluorescencia aumenta la aumentar
el porcentaje etandlico y para el ANA y ANA-A la intensidad de
fluorescencia es maxima hasta el 50%. Por todo ello elegimos como

porcentaje etandlico 6ptimo de trabajo el 50% etanol/agua.
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II.7.-RESUMEN DE LA OPTIMIZACION DE VARIABLES.
En la tabla II.10 se resumen los valores éptimos encontrados
en las experiencias anteriores y que a partir de ahora van a ser

utilizados en todas y cada una de las determinaciones a realizar.

TABLA II.10.-Resumen de la optimizacién de variables.

Variable Valor o6ptimo
pH 8
Disolucién reguladora HPO;Q/HZPO{ 0.1 M
Fuerza idnica No influye
Estabilidad Hasta 3 horas
Temperatura 20.020.5°
% etandlico 50%

III.-PARAMETROS ANALITICOS.

Una vez optimizadas todas las variables que pueden afectar
a la intensidad de la emisidén de fluorescencia de las fitohormo-
nas, indicamos el procedimiento utilizado en las diferentes expe-
riencias dirigidas a establecer el calibrado y los parametros de
calidad de los métodos propuestos.

III.1.-INTERVALO DE APLICACION. RECTAS DE CALIBRADO.

Con el fin de determinar el intervalo en el que la sefial de
fluorescencia depende linealmente de la concentracién de las
fitohormonas en estudio, preparamos una experiencia en la que se
procedié a medir la fluorescencia de una serie de disoluciones
que contenian cantidades crecientes de fitohormonas.

Para ello se preparard una serie de matraces aforados de 10
mL para cada fitohormona, con tres réplicas para cada nivel de

concentracién. En cada matraz de 10 nmL se introdujerén volimenes
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crecientes de disolucidn de 1 mg.L™! de fitohormona, 2 nL de
disolucidén reguladora HPO4'2 0,1 M/H2PO4"1 0,1 M a pH 8 al 50%
etano-agua, volumen necesario de etanol absoluto y agua desioni-
zada para obtener una disolucidén al 50% etanol/agua y se enrasdn

con disolucién etanol-agua al 50%.

Se registrd el espectro de emisidén a 20,C en las siguientes

condiciones operatorias:

Paradmetro AIA AIB AIP AHIA ANA ANA-A
A oycnm 222 222 222 222 222 222
A nm 359 359 359 341 337 337
Inter- 300-440 | 300-440 | 300-440 | 300-440 | 300-440 | 300-440
valo,,
Rendijas 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5
exc/em

Los datos obtenidos, una vez restado el blanco, se recogen

en la tabla II.11 y se representan en la figura II.31.
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TABLA II.1l.-Influencia de la concentracidén de las fitohormonas.

Analito

3
t
S
Q
r

IFR
0.0 0 5.32 -1.74 13.87
0.3 30 200.81 207.19 191.98
AIA 0.6 60 394.90 372.36 376.81
0.9 90 550.38 564.08 557.14
1.2 120 740.56 758.04 750.02
1.5 150 921.26 915.89 930.65
P —————————————————— —————————— ——————
0.0 0 -1.84 2.17 3.87
0.2 20 187.75 186.80 205.74
AIB 0.4 40 384.52 405.24 390.94
0.6 60 597.55 578.95 595.60
0.8 80 781.42 790.02 804.54
1.0 100 973.84 985.24 980.08
— e e
0.0 0 3.50 10.93 -1.16
0.2 20 111.35 106.70 109.03
AIP 0.4 40 225.41 206.79 217.65
0.6 60 315.25 328.40 318.53
0.8 80 415.55 402.39 418.84
1.0 100 502.69 517.63 510.92
— e e — e
O D R S |
0.0 0] 5.64 2.61 -1.12
0.5 50 158.23 147.57 140.31
AHIA 1.0 100 275.72 271.64 289.94
1.5 150 420.60 414.98 409.12
2.0 200 544.88 539.42 551.88
2.5 250 675.08 689.12 669.08
3.0 300 798.25 820.16 809.98
_ ]
0.0 0 1.03 ~0.89 2.11
0.1 10 158.12 149.73 161.03
ANA 0.2 20 319.30 310.98 304.84
0.3 30 464.31 460.72 473.88
0.4 40 620.76 617.91 615.85
0.5 50 783.31 775.73 786.20

0.0 0 16.06 -0.34 3.98
0.2 20 151.87 157.26 156.18
ANA-A 0.4 40 290.91 298.70 308.38
0.6 60 438.37 428.87 426.50
0.8 80 575.58 571.02 562.97
1.0 100 723.37 703.37 716.24
1.2 120 848.98 839.07 852.89
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FIGURA II.31.-Rectas de calibrado de las fitohormonas.
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En la tabla II.12 se muestran las ecuaciones de la recta de

calibrado para cada fitohormona deducida de la regresidén por

minimos cuadrados y en la tabla II.13 se muestran los principales

parametros estadisticos de estas.

TABLA II.l2.-Rectas de

calibrado de las fitohormonas.

Fitohormona Ecuacidén de la recta
AIA 11.67 + 6.10 [AIA)
AIB 0.06 + 9.83 [AIB]
AIP 9.12 + 5.06 [AIP]
AHIA 9.78 + 2.68 [AHIA]
ANA 0.22 + 15.56 [ANA]
ANA-A 12.96 + 6.98 [ANA-A]
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TABLA II.13.-Pardmetros estadisticos.

Pardmetro AIA AIB AIP AHIA ANA ANA-A

n 18 18 18 21 18 21

m 3 3 3 3 3 3

Sipe 9.01 8.59 8.04 8.25 5.25 7.80

a 11.67 0.06 9.12 9.78 0.22 12.96

s, 3.76 3.59 3.36 3.24 2.19 3.07

b 6.10 9.83 5.06 2.68 15.56 6.98

s, 0.04 0.06 0.06 0.02 0.07 0.04

DSR(b) 0.68% 0.60% 1.10% 0.67% 0.45% 0.57%
lack of fit | 28.80% 75.00% 15.60% 48.20% 50.70% 30.20%
R 99.93% 99.94% 99.81% 99.91% 99.97% 99.93%

Como podemos obsevar en la tabla II.13, para cada una de las
fitohormonas el test de curvatura es no significativo ya que el

valor "p" correspondiente al lack of fit es mayor que el 5% para
todas ellas.

III.2.-PARAMETROS DE CALIDAD.

El rango dindmico lineal viene dado por los limites superior
e inferior (1d) del intervalo de concentraciones de aplicacién
del método analitico.

La linealidad mide el grado de ajuste de los valores de
sefial medidos sobre la recta de calibrado. Habitualmente la 1li-
nealidad se suele deducir a través de la desviacién estandar de
los residuales, s;., de los coeficientes de correlacidn, r, y de
determinacidén, r’, (expresados en tanto por ciento) y por 1la
diferencia 1-DSR(b) expresada en forma de porcentaje [57], donde
DSR(b) es la desviacidén estandar relativa de la pendiente.

La sensibilidad se puede expresar de tres formas:

-Sensibilidad de calibrado dada por la pendiente de la
recta de calibrado (recomendada por la IUPAC) lo cual tiene como
inconveniente que las dispersiones originadas en la recta de

calibrado influiran notoriamente en la misma.
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~-Sensibilidad analitica dada por la expresidn s,/b [58]
donde s; indica la desviacidén estandar de las medidas de la sehal
analitica a una concentracién dada por lo que no es muy adecuado
si lo que se pretende es caracterizar un método analitico ya que

su valor depende de la concentracién de analito.

-Sensibilidad analitica calculada a partir de la regre-
sién de los datos del calibrado que viene dada por s;. /b [57] que
nos indica la madxima diferencia de concentracién que es estadis-

ticamente discernible en cualquier punto de la recta de calibra-
do.

La precisién mide el grado de incertidumbre gque podemos
esperar de los resultados analiticos obtenidos a partir de un
calibrado. Viene expresada como desviacidn estandar relativa
(DSR=s_,/c) expresada en tanto por ciento y se puede calcular a
partir de las medidas realizadas para establecer la recta de
calibrado [57], calculando la desviacidén estéandar de los valores
de concentracidén ensayados utilizando el andlisis de la regre-
sién. El modelo nos permite representar los datos obtenidos para
cada valor de concentracidén y, por interpolacidén, estimar la
precisién para cualquier valor de concentracidén del intervalo
lineal. Como primer punto de la grafica podemos afiadir el valor
de la desviacidn estandar relativa del limite de cuantificacidn

que por definicidén le corresponde un 10%.

El limite de deteccidén y el limite de cuantificacidén se han
calculado segin la recomendacién de la IUPAC [59], para ello se
mide la sefial de fluorescencia de diez blancos a los cuales se
les aplicd el procedimiento operatorioc y se realizdé un estudio
estadistico. Para calcular dichos parametros la desviacidén estéan-
dar de las sefilales de fluorescencia medidas se multiplica por 3,
si se trata del limite de deteccidn, o por 10, si se trata del
limite de cuantificacién, y se divide entre la pendiente de la
recta de calibrado.
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En la tabla II.14 se muestran las medidas de las seflales de
fluorescencia de los blancos y la desviacidén estandar para las
distintas fitohormonas en estudio.

TABLA II.l4.-Repetitividad de la seflal de fluorescencia del blanco.

Muestra AIA AIB AIP AHIA ANA ANA-A
1 14.89 12.51 20.13 19.54 33.88 37.97

2 15.52 13.27 19.18 19.54 29.32 31.64

3 15.20 13.65 20.13 20.64 37.21 28.48

4 14.57 12.89 19.69 20.61 39.15 28.48

] 14.89 12.89 19.69 19.32 34.27 28.48

6 14.89 12.51 20.62 19.54 30.71 33.32

7 15.84 12.51 19.23 20.61 38.10 31.64

8 15.52 12.51 19.76 20.61 32.25 37.917

9 15.52 13.27 19.69 20.58 36.05 31.64

10 15.20 12.89 20.09 20.61 34.77 36.96
IFR 15.20 12.89 i9.82 20.16 34.57 32.66
(o 0.39 0.40 0.44 0.58 3.18 3.81

En la tabla I1.15 se resumen los parametros analiticos cal-
culados para las distintas fitohormonas.

TABLA II1.15.-~ Parametros analiticos.

Param. AIA AIB AIP AHIA ANA ANA-A
RDL 0.64-150 | 0.41-100 | 0.87-100 | 2.17-300 | 2.04-50 | 5.46-120
(ug.L")

LIN(%)* 99.32 99.40 98.90 99.33 99.55 99,39
Sum 1.48 0.87 1.59 3.08 0.34 1.12
(Hg.L")®
DSR(%)° 1.04 0.91 1.62 1.26 0.85 1.15
LD® 0.19 0.12 0.26 0.65 0.61 1.64
(ug.L")
LC 0.64 0.41 0.87 2.17 2.04 5.46
(Mg.L")

Linealidad calculada por la expresidn [1-DSR(b)]

* Sensibilidad analitica calculada por la expresidn s, /b

<

Precisién calculada por la expresidn DSR=s,/c en el punto central de
la recta de calibrado.
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¢ Limite de detecciédn.

Limite de cuantificacidn.
De la observacidén de la tabla II.15 se deduce lo siguiente:

-E1 AHIA posee el mayor rango dindmico lineal (0.65-300
kg-L') y el ANA el menor (0.61-50 ug-L').

-E1 ANA es la fitohormona con mayor sensibilidad (0.34 ug'L’
'Y y el AHIA con menor (3.08 ug-'L').

-E1 AIB posee el menor limite de deteccién (0.12 ug'L') y
ANA-A el mayor (1.64 ug'L').

IV.-PROCEDIMIENTO OPERATORIO.

Una vez optimizadas las variables experimentales y estable-
cidos los paréametros de calidad de los métodos analiticos pro-
puestos para la determinacidén de las fitohormonas en estudio,
indicamos el procedimiento operatorio recomendado para realizar

andlisis de dichas fitohormonas en muestras reales.

Procedimiento: En un matraz de 10 mL se introdujo el vola-
men de disolucién de muestra necesario como para gue el contenido
en fitohormona en dicha muestra esté comprendido dentro del rango
dindmico lineal de dicha fitohormona, 2 mL de disolucién regula-
dora HPO,”> 0,1 M/H,PO;' 0,1 M a pH 8 al 50% etanol-agua, el volimen
necesario de etanol absoluto y agua desionizada para obtener una
disolucidén al 50% etanol/agua y se enrasd con disolucidn al 50%
etanol-aqgua.

Se prepard un blanco en las mismas condiciones.
Se registrd el espectro de emisidén y se midid la intensidad

relativa de fluorescencia, segin de que fitohormona se trate, a

20°C con las siguientes condiciones operatorias:
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Parametro AIA AIB AIP AHIA ANA ANA-A
A..nm 222 222 222 222 222 222
A.nm 359 359 359 341 337 337
Intervalo,, | 300-440 | 300-440 300-440 300-440 300-440 | 300-440
Rendijas 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5

exc/em
V.-INTERFERENCIAS.

Se denominan interferencias a las perturbaciones quimicas
que pueden alterar la deteccidn cualitativa y/o determinacién
cuantitativa de analitos en una muestra. El interferente es el
agente quimico que origina la interferencia, produciendo un error
sistemadtico en el resultado del andlisis del analito en la mues-
tra dentro del rango de aplicacién del método.

El parametro de calidad de un método analitico que nos in-
forma de dichas interferencias es la selectividad que en la prac-
tica analitica se representa a través de la cuantificacién de la
interferencia producida por una especie quimica concreta en la
determinacidén de un analito en un procedimiento dado, de modo que
puede establecerse un nivel maximo de interferente que no produce
interferencia.

La estrategia a sequir para decidir si una sustancia produce
0 no interferencia en la determinacién de un analito determinado
serd el medir la sefial analitica correspondiente a la concentra-
cidén de analito en presencia de una concentracién concreta del
posible interferente. Si el valor obtenido de sefial no estd in-
cluida en el intervalo de confianza deducido a partir del cali-
brado, se produce un error sistemdtico superior al error experi-
mental del método analitico y por tanto concluimos que es inter-
ferente y dicha interferencia puede ser positiva, si la sefial es
superior o negativa si la sefial es inferior. En cambio, si 1la
seflal pertenece al intervalo de confianza calculado, concluimos

que no hay interferencia. Por lo tanto el primer paso es calcular
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el intervalo de confianza sobre la seflal esperada para cada con-
centracidén de fitohormona ensayada en el calibrado. El1 segundo
paso es estimar el nivel de tolerancia de interferentes para lo
cual se establece una experiencia en la que se mide la sefial
instrumental, para una determinada disolucién patrén de analito
con diferentes concentraciones decrecientes de interferente,
hasta lograr que al menos dos medidas consecutivas estén inclui-
das en el intervalo de confianza de la sefial.

Con los datos obtenidos se puede llegar al valor de la con-
centracién de tolerancia graficamente, se representa el error
cometido sobre la sefal predicha correspondiente frente al loga-
ritmo de la concentracidén de interferente entre la concentracidn
de analito. El resultado puede ser una linea recta o una curva
gue se extrapola para hallar el punto de corte con la linea hori-
zontal, superior o inferior, que indica la banda del error expe-
rimental del método. Dicho punto de corte nos d& el nivel de

tolerancia del interferente expresado en concentracién.

Para abordar dicho estudio hemos de tener en cuenta el medio
en el que se va a aplicar nuestro método, la naturaleza y concen-
tracién aproximadas de las especies existentes en el mismo. Por
ello vamos a estudiar como interferentes las siguientes sustan-

cias:

-Los iones presentes en el agua.
-Las fitohormonas que pueden presentarse junto con las fi-
tohormonas estudiadas en las formulaciones comerciales.

~-Pesticidas e hidrocarburos policiclicos aromaticos.

De un estudio anterior [60] obetenemos que pesticidas fluo-
rescentes tales como el o-fenilfenol, carbaril, morestan, benomi-
lo, 1-naftol y carbendazima no interfieren por mostrar fluores-
cencia a distintas longitudes de onda y a distinto pH. Lo mismo
ocurre con los HAP como naftaleno, acenaftileno, fluoreno, fenan-

treno, fluoranteno, pireno, criseno, benzo[a]jantraceno,
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benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno, dibenzo[a,h]antraceno vy
benzo[e]pireno [61].

ESTUDIO DE LAS INTERFERENCIAS.

En primer lugar, como hemos indicado anteriormente, se cal-
cula los intervalos de confianza sobre la sefial esperada para
cada concentracidén de fitohormona ensayada. En la tabla II.16 se
indican los intervalos calculados con una confianza del 95% a
partir de los datos del calibrado.
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TABLA II.l6.-Intervalos de confianza sobre la senal.

Fitohormona [Jug. L R sy AR’ +ICR’
AIA 30 194.77 9.44 16.49 8.47
60 377.87 9.23 16.20 4.29

90 560.97 9.23 16.20 2.89

120 744.06 9.44 16.49 2.22

150 927.16 9.76 17.05 1.84

AIB 20 196.76 9.00 15.72 7.99
40 393.46 8.85 15.45 3.93

60 590.16 8.85 15.45 2.61

80 786.85 9.00 15.72 2.00

100 983.55 9.31 16.26 1.65

AIP 20 110.37 8.42 14.71 13.32
40 211.62 8.28 14.45 6.83

60 312.88 8.28 14.45 4.62

80 414.13 8.42 14.71 3.55

100 515.38 8.71 15.21 2.95

AHIA 50 143.55 8.63 14.92 10.39
100 277.33 8.49 14.68 5.29

150 411.10 8.44 14.60 3.55

200 544.87 8.49 14.68 2.69

250 678.65 8.63 14.92 2.20

300 812.42 8.86 15.32 1.89

ANA 10 155.80 5.51 9.62 6.17
20 311.37 5.41 9.44 3.03

30 466.95 5.41 9.44 2.02

40 622.53 5.51 9.62 1.54

50 778.11 5.69 9.93 1.28

ANA-A 20 152.61 8.17 14.13 9.26
40 292.77 8.03 13.88 4.74

60 431.92 7.99 13.81 3.20

80 571.57 8.03 13.88 2.43

100 711.22 8.17 14.13 1.99

120 850.87 8.38 14.49 1.70

* Senal predicha.
Desviacidén estédndar de la sefal.
¢ sg.t(a=0.05, n-2 gl, 1 cola).

Intervalo de confianza de la sefial en tanto por ciento (AR/R * 100).

A continuacién vamos a estimar el nivel de tolerancia de las
especies e iones que aparecen mas abundantemente en muestras na-
turales.

Para ello se prepard una serie para cada interferente y para

cada fitohormona como sigue: en matraces de 10 mL se introdujo
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un volimen de disolucién patrén tal que el contenido de fitohor-
mona fuese el punto medio de la recta de calibrado de dicha fi-
tohormona, concentraciones decrecientes de interferente, 2 mL de
disolucién reguladora HPO,” 0,1 M/H,PO,' 0,1 M a pH 8 al 50% etano-
agua, el volumen necesario de etanol absoluto y agua desionizada
para obtener una disolucidén al 50% etanol/agua y se enrasd con
disolucidén etanol-agua al 50%.

Se prepard un blanco en las mismas condiciones.
Se registrd el espectro de emisidén y se midid la intensidad

relativa de fluorescencia, segin de que fitohormona se trate, con
las siguientes condiciones operatorias a 20°C:

Parametro AIA AIB AIP AHIA ANA ANA-A
AN 222 222 222 222 222 222
A1 359 359 359 341 337 337

Intervalo,, 300-440 300-440 300-440 300-440 300-440 | 300-440

Rendijas 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5
exc/em

Se calculd el tanto por ciento de error cometido para cada
concentracién de interferente y en la tabla II.17 se indica 1la
concentracién de tolerancia para cada interferente calculada

graficamente como hemos indicado anteriormente.



96 CAPITULO II
TABLA II.17.-Tolerancia para las especies interferentes ensayadas.
Interf. Nivel de tolerancia (ug.L')

AIA AIB AIP AHIA ANA ANA-A
ATIA(+)' ——— <1 <1 <1 <1 <1
AIB(+) <1 ———— <1 <1 <1 <1
AIP(+) <1 <1 ———— <1 <1 <1
AHIA(+) <1 <1 <1 | - <1 <1
ANA(-)? 10.7 11.3 12 5.3 -—— <1
ANA-A(-) <1 <1 <1 <1 <1 -
GA(-) 715 755 845 475 750 750
Cloro(-) <100 <100 <100 222 <100 <100
Silice(+)” >50000 >50000 »50000 23775 >50000 >50000
Na*(+) 179575 169105 300000 >200000 180000 180000
K*(~) 6370 6730 11970 21190 7230 7250
NO,' (=) <500 <500 500 <500 <500 <500
ca**(+)” 40200 37860 47660 <5000 40000 40000
Mg**(-) 100000 100000 100000 25000 100000 100000
S0,2(+) 75000 75000 75000 »500000 75000 75000
Fe'(-) 2260 2130 3010 1000 2000 2000
Al (-) 1425 1200 1175 1000 1500 1500
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TABLA II.l17.~Continuacién.

Interf. Nivel de tolerancia (mg-L')
o-fenilfenol > 700.00
Carbaril‘ > 120.00
Morestan > 0.26
Benomilo > 4.00
Carbendazima > 8.00
Naftaleno > 30.00
Acenaftileno > 3.90
Fluoreno > 1.98
Fenantreno > 1.00
Fluoranteno > 0.20
Pireno > 0.13
Criseno > 0.002
Benzo[a) > 0.006
antraceno
Benzo[k] > 0.001
fluoranteno
Benzo[a] > 0.003
pireno
Dibenzo(a,h] > 0.0005
antraceno
Bgnzo[e] > 0.006
pireno

' Interferencia positiva.

* Interferencia negativa.

" Interferencia negativa para el AHIA.

De la observacién de la tabla II.17 obtenemos las siguientes
conclusiones:

-Las fitohormonas derivadas del indol y del naftaleno van
a interferirse mutuamente.
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-Las especies iénicas van a interferir dependiendo de la

naturaleza de la muestra analizar.

-Los pesticidas y los hidrocarburos policiclicos aromaticos
estudiados tienen un comportamiento parecido para cada uno de los
analitos, su nivel de tolerancia es mayor gue su solubilidad en

todos los casos.



ESTUDIO ESPECTROFLUORIMETRICO DE LOS ANALITOS

VL.-APLICACIONES ANALITICAS:
TOHORMONAS EN MUESTRAS DE AGUA. VALIDACION DE LA
EXACTITUD DEL METODO.

Para comprobar la aplicabilidad de los métodos analiticos
anteriormente propuestos, aplicamos y validamos la determinacién

de fitohormonas en una serie de muestras de agua de diversas

procedencia como son:

~Agua de Sierra Nevada (Lanjarén).
-Agua potable de Granada.

-Agua de pozo de la Huerta de Santa Maria (Vega de Granada).

VI.1.-DETERMINACION DE FITOHORMONAS EN AGUA DE SIERRA NEVADA

(LANJARON) .

Con objeto de estudiar las posibles interferencias previa-
mente determinamos el contenido iénico de esta agua en mg.L' que

se muestra en la tabla II.1S8.

TABLA II.18.-Contenido idénico del agua de Sierra Nevada (Lanjardn).

DETERMINACION DE FI-

Idn mg.L" Técnica aplicada Referencia
ca* 32.0 A.A 62
Mg™? 12.0 A.A 62
Al™ 0.005 A.A 62
Fe™ 0.020 A.A 62
Na~* 6.0 Espect. Emisidn 63
K* 1.0 Espect. Emisidn 63
Hco,! 130.0 Valoracidn 63
so,? 20.0 Turbidimetria 63

De acuerdo con los valores de tolerancia de la tabla II.17,

en la muestra objeto de andlisis, el Ca® interfiere en la deter-
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minacién de AHIA ya que se encuentra en una concentracién que
estd por encima del limite de tolerancia establecido para este
catién, por lo que es necesario eliminar la posible interferencia
antes de proceder a la determinacidén. Diferentes experiencias
orientativas nos han permitido seleccionar AEDT como enmascarante
de dicho interferente, para lo cual se opera como se indica a
continuacidén: en matraces de 10 mL se introdujo un voltmen de
disolucién patrdén tal que el contenido de AHIA sea el punto medio
de la recta de calibrado de dicho derivado inddélico, 30 mg.L' de
Ca'®, concentraciones crecientes de AEDT, 2 mL de disolucién re-
guladora HPO,” 0,1 M/H,PO;! 0,1 M a pH 8 al 50% etanol-agua, el
volumen necesario de etanol absoluto y agua desionizada para
obtener una disolucidén al 50% etanol/agua y se enrasd con disolu-
cién etanol-agua al 50%.

Se prepard un blanco en las mismas condiciones operatorias.
Se registrd el espectro de emisidn y se midid la intensidad
relativa de fluorescencia a la longitud de onda de emisidn con

las condiciones operatorias del AHIA.

En la tabla II.19 se resumen l1los resultados obtenidos.

TABLA II.19.

AHIA ca™ AEDT Error

Mg . L mg.L" mg.L! (%)
150 30 0 ~22.62
150 30 80 -11.51
150 30 100 -6.80
150 30 150 -3.27
150 30 200 -5.30
150 30 300 -13.52

De la tabla II.19 puede deducirse que para eliminar la in-
terferencia debida a la presencia de Ca* es necesario anadir una
concentracién de 150 mg.L' de AEDT (relacidén molar AEDT:Ca'* =

1:1.86) a nuestra muestra problema.
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Con objeto de comprobar el efecto que puede ejercer la ma-
triz sobre la sefial de fluorescencia, realizamos una experiencia
en la que se mididé la sefial de fluorescencia correspondiente a
una determinada concentracién de cada fitohormona en presencia
de una concentracién de matriz del 50%.

Procedimiento

En matraces de 10 mL se introdujeron volamenes de disolucién
de fitohormona tal que la concentracién resultante estuviera
comprendido en el rango dinamico lineal de dicha fitohormona, 2
mL de disolucidén reguladora HPO,*> 0,1 M/H,PO,' 0,1 M a pH 8 al 50%
etanol-agua, 4 mL de muestra tratada con AEDT, etanol absoluto

para obtener una concentracién al 50% y se enrasd con disolucién
etanol-agua al 50%.

Se prepard un blanco en las mismas condiciones.

Se registrd el espectro de emisién y se mididé la intensidad
relativa de fluorescencia a la longitud de onda de emisién segin
de que fitohormona se tratase, con las siguientes condiciones
operatorias a 20°C:

Parametro AIA AIB AIP AHIA ANA ANA-A
A..nm 222 222 222 222 222 222
AN 359 359 359 341 337 337

Intervalo,, 300-440 300-440 300-440 300-440 300-440 | 300-440

Rendijas 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5
exc/em

En la tabla II.20 se recogen las intensidades relativas de
fluorescencia registradas, 3 réplicas para cada fitohormona,
comparandolas con la sefial que se obtiene cuando la matriz es
agua bidestilada.
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TABLA II.20.

Matriz
Fitohormona . ]
Agua de Lanjardn Agua bidestilada
AIA (90 ppb) 631.83 627.86 624.10 550.38 564.08 557.14
AIB (50 ppb) 360.95 363.01 357.46 609.25 613.67 606.12
AIP (60 ppb) 160.98 164.12 157.28 315.25 328.40 318.53

AHIA (150 ppb) 480.14 485.72 489.15 420.60 414.98 409.12

ANA (25 ppb) 172.65 168.75 177.91 | 388.45 385.04 391.57

ANA-A (60 ppb) 235.04 237.88 230.55 429.31 426.54 436.99

Podemos observar que la matriz provoca una disminucién o un
aumento de la sefial de fluorescencia de las fitohormonas con
respecto a la sefal registrada cuando se utiliza agua bidestila-
da. Para discernir si ese aumento o disminucidén es debido a un
efecto matriz (producido por un error proporcional), a un efecto
interferente (producido por un error constante) o a ambos, esta-
blecemos nuevos calibrados en presencia de una cantidad constante
de matriz (50%). Para dicho calibrado se realiza el procedimiento

indicado anteriormente.

En la tabla II.21 se indican las intensidades relativas de
fluorescencia medidas cuando se varia la concentracidén de las
fitohormonas en estudio en una concentracidén de agua de Lanjaron
del 50%.
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TABLA II.21.

Fitohormona Concentracién IFR

Hg.L!

AIA 0 21.89 25.12 16.11

45 321.58 326.25 333.49

90 631.83 627.86 624.10

135 934.62 926.47 927.00

AIB 0 -0.13 -1.77 4.21

25 179.09 184.11 173.33

S0 360.95 363.01 357.46

75 541.34 546.05 537.35

100 720.98 723.68 715.93

AIP 0 9.12 5.36 15.87

25 72.15 76.84 67.54

50 135.21 140.87 132.06

75 196.23 202.69 192.11

100 260.25 264.95 257.91

AHIA 0 9.59 12.50 5.27

75 251.16 247.65 244.21

150 480.14 485.72 489.15

225 729.84 725.11 722.98

300 958.96 962.35 965.41

ANA 0 -1.79 2.05 ~3.24

10 68.15 65.10 72.98

20 136.54 132.04 141.23

30 204.99 207.64 200.45

40 277.84 281.24 273.41

50 345.02 340.58 348.57

ANA-A 0 -1.17 3.87 9.45

20 81.25 82.54 76.79

40 155.24 158.85 153.24

60 234.16 237.08 231.85

80 310.28 313.95 307.58

100 385.26 389.11 383.51

120 461.25 464.84 460.35

Todos los calibrados presentan un test de curvatura no sig-
nificativo, con unos valores de P superiores al 5%: 64.77% (AIA),
87.26% (AIB), 96.73% (AIP), 84.24% (AHIA), 77.75% (ANA) y 96.33%
(ANA-3) .

En la tabla II.22 se muestran los parametros estadisticos
y de calidad mas representativos junto con los obtenidos para la
recta de calibrado encontrada en agua bidestilada.



104

CAPITULO II

TABLA II.22.-Comparacidn de los parametros estadisticos y de calidad.

Matriz
Anal. Parametro L
Agua bidestilada Agua de Lanjardn
Estadistico
n 18 12
Ske 9.009 4.543
a 11.67 11.49
s, 3.76 2.19
AIA b 6.10 6.72
S, 0.04 0.03
R? 99.93 99.98
ta,n-Z.bil 2 . 120
Calidad
Lineal. (%) 99.32 99.61
Sens. (ppb) 1.47 0.68
LD (ppb) 0.19 1.53
DSR (90ppb)% 1.04 0.49
Estadistico
n 18 15
Spe 8.592 3.649
a 0.06 0.055
s, 3.59 1.63
AIB b 9.83 7.21
S, 0.06 0.03
R 99.94 99.98
oot 2.120
Calidad
Lineal. (%) 99.40 99.37
Sens. (ppb) 0.87 0.86
LD (ppb) 0.12 1.88
DSR (50ppb)% 0.91 1.09
Estadistico
n 18 15
Sg. 8.035 4.188
a 9.12 9.94
s, 3.36 1.87
b 5.06 2.51
AIP S, 0.06 0.03
R* 99.81 99.81
ta‘n-lli! 2 h l 2 0
Calidad
Lineal. (%) 98.91 98.78
Sens. (ppb) 1.59 1.67
LD (ppb) 0.26 3.66
DSR (50ppb)% 1.62 2.10
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TABLA II.22.-Continuacidn.

Matriz
Anal. Parametro _
Agua bidestilada Agua de Lanjarén
Estadistico
n 21 15
Sge 8.246 3.383
a 9.77 9.09
S, 3.24 1.51
AHIA b 2.67 3.18
S, 0.02 0.01
R 99.91 99.99
tn'.n-l.bi) 2 . 09 3
Calidad
Lineal. (%) 99.33 99.74
Sens. (ppb) 3.08 1.06
LD (ppb) 0.65 2.33
DSR(150ppb)% 1.26 0.45
Estadistico
n 18 18
Spe 5.255 3.572
a 0.22 -1.22
s, 2.20 1.49
ANA b 15.56 6.92
s, 0.07 0.05
R? 99.97 99.92
tonzni 2.120
Calidad
Lineal. (%) 99.55 99.29
Sens. (ppb) 0.34 0.52
LD (ppb) 0.61 1.10
DSR (30ppb)% 0.85 1.09
Estadistico
n 21 21
Sg. 7.803 2.927
a 12.96 3.94
s, 3.07 1.15
b 6.98 3.82
ANA-A S, 0.04 0.02
R 99.93 99.97
tn'.n-Z.l:i.l 2 * 093
Calidad
Lineal. (%) 99.39 99.58
Sens. (ppb) 1.12 0.77
LD (ppb) 1.64 1.60
DSR (60ppb)% 1.15 0.78
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De la tabla II.22 se puede deducir que la linealidad es
practicamente igual para todas las fitohormonas en estudio para
el agua de Lanjarén y agua bidestilada. La sensibilidad analitica
y la desviacién estandar relativa de la concentracidén indistinta-
mente aumenta, disminuye o permanece practicamente igual y el

limite de deteccidn aumenta para el agua de Lanjarodn.

Para cada una de las fitohormonas comprobamos que la ordena-
da en el origen del calibrado con la muestra agua de Lanjardn
pertenece al intervalo de confianza para la ordenada en el origen
del calibrado con patrones (a * t_.,.S.). En cambio para la pen-
diente ocurre todo lo contrario, es decir, para cada una de las
fitohormonas la pendiente del calibrado con la muestra de agua
de Lanjardn no pertenece al intervalo de confianza de la pendien-
te del calibrado con patrones (b * t_,..'S.,), Ppara AIA y AHIA
aumenta y para AIB, AIP, ANA y ANA-A disminuye.

De estos datos se deduce la presencia de un efecto matriz,
vya que las ordenadas en el origen son iguales y la pendientes son
distintas por lo que tenemos un error proporcional por accién
de los componentes del agua de Lanjarén [64]. Por ello para rea-
lizar un andlisis de fitohormonas en dicha agua, es necesario

aplicar el calibrado correspondiente con adicién de patrén.
ESTUDIOS DE RECUPERACION.

Para comprobar la aplicabilidad del método propuesto, reali-
zamos andlisis sobre tres muestras distintas de agua de Lanjarén

dopadas con una concentracién conocida de fitohormona.

Procedimiento: En un matraz de 10 mL se introdujo un volid-
men de disolucidén de muestra tratada con AEDT tal que el conteni-
do de dicha muestra fuese del 50% y el contenido de fitohormona
estuviese comprendido en el rango dindmico lineal de dicha fi-
tohormona en la muestra, 2 mL de disolucidn reguladora HPO,” 0,1

M/H,PO,! 0,1 M a pH 8 al 50% etanol-agua, el volumen necesario de
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etanol absoluto y agua desionizada para obtener una disolucién
al 50% etanol/agua y se enrasd con una disolucién al 50% etanol-
agua.

Se prepard asi mismo un blanco.

Se registrd el espectro de emisidén y se mididé la intensidad
relativa de fluorescencia a la longitud de onda de emisidn segin

de que fitohormona se tratase, con las siguientes condiciones
operatorias a 20°C:

Parametro AIA AIB AIP AHIA ANA ANA-A
A nm 222 222 222 222 222 222
A im 359 359 359 341 337 337

Intervalo,, 300-440 300-440 300-440 300-440 300-440 | 300-440

Rendijas 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5
exc/em

En la tabla II.23 se muestran los valores de intensidad
relativa de fluorescencia obtenidos, la cantidad de fitohormona
afadida y encontrada, asi como el tanto por ciento de recupera-

cién para cada una de las tres réplicas de cada analisis.
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TABLA II.23.-Estudio de recuperacidn.

Muestra AIA afad. IFR AIA encon. Recuperacidn
Hg.L" Hg.L! (%)
181.23 25.24 100.96
1 25 178.15 24.79 99.16
182.04 25.36 101.44
512.79 74.55 99.40
2 75 509.12 74.01 98.68
518.25 75.37 100.49
857.54 125.83 100.66
3 125 845.64 124.05 99.24
842.15 123.54 98.83
P e e —
Muestra AIB afad. IFR AIB encon. Recuperacién
pg.L! pg.L! (%)
148.65 20.62 103.10
1 20 141.57 19.64 98.20
140.88 19.54 97.70
365.42 50.70 101.40
2 50 358.84 49.79 99.58
356.05 49.40 98.80
579.61 80.42 100.53
3 80 573.91 79.63 99.54
570.76 79.19 98.99
|
Muestra AIP anad. IFR AIP encon. Recuperacidn
Hug.L" Hg.L! (%)
61.25 20.47 102.35
1 20 60.98 20.36 101.80
59.64 19.83 99.15
138.52 51.29 102.58
2 50 134.84 49.82 99.64
132.75 48.99 97.98
212.38 80.76 100.95
3 80 208.06 79.03 98.79
209.47 79.60 99.50
|———-—-——-——————-—______—_____.____—-=——_-——_,—_—__—_.———————I
Muestra | AHIA anad. IFR RHIA enc. Recuperacidn
ug.L! ug.L' (%)
165.82 49.29 98.58
1 50 170.29 50.70 101.40
172.52 51.40 102.80
490.15 151.30 100.87
2 150 492.15 151.95 101.30
483.51 149.22 99.48
800.86 249.03 99.61
3 250 795.51 247.35 98.94
805.34 250.44 100.18
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TABLA II.23.-Continuacidn.

Muestra ANA aifad. IFR ANA encon. Recuperacién
ug.L! pug.L! (%)

104.15 15.23 101.53

1 15 99.56 14.56 97.09
101.40 14.83 98.86

205.52 29.87 99.57

2 30 201.64 29.31 97.70
207.75 30.20 100.67

311.38 45.17 100.38

3 45 308.06 44.69 99.31
314.47 45.62 101.38

P—-————-——-——
Muestra ANA-Aanad. IFR ANA-RAenc. Recuperacidn
Hg.L” pg.L! (%)

77.82 19.34 96.70

1 20 80.29 19.99 99.95
82.52 20.57 102.85

235.15 60.53 100.88

2 60 233.15 60.00 100.00
237.51 61.14 101.90

384.86 99.72 99.72

3 100 389.51 100.93 100.93
385.34 99.84 99.84

El valor medio de todos los porcentajes de recuperacidn para
el AIA, AIB, AIP, AHIA, ANA y ANA-A son respectivamente: 99.87%,

99.76%,

100.30%,

100.35%,

99.61% y 100.31%.

Para comprobar si este valor difiere significativamente del

100%, realizamos un test de comparacién de una media frente a un

valor de referencia {65]. Los valores de la recuperacién media,

la desviacidén estédndar y el estadistico se muestran en la tabla

I1.24.
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TABLA II.24.

AIA AIB AIP AHIA ANA ANA-A
Roeiia 99.87 99.76 100.30 100.35 99.61 { 100.31
Sr 1.017 1.685 1.663 1.357 1.549 1.714
t. 0.383 0.427 0.541 0.774 0.755 0.542
P % 71.14 68.04 60.32 46.12 47.18 60.26

* t,=(R-R,)'n"* / s;

Se concluye gque la recuperacidén media no difiere significa-
tivamente de 100% con un P>20% en todos los casos, por tanto el
método es aplicable a la determinacidén de fitohormonas en Agua
de Lanjardn. |



ESTUDIO ESPECTROFLUORIMETRICO DE LOS ANALITOS 111

VI.2.~-DETERMINACION DE FITOHORMONAS EN AGUA POTABLE DE GRANADA.
Con objeto de estudiar las posibles interferencias previa-
mente determinamos el contenido iénico de esta agua en mg.L' que

se muestra en la tabla II.25.

TABLA II.25.-Contenido iénico del agua potable de Granada.

I6n mg.L' Técnica aplicada Referencia
ca*? 25.60 A.A 62
Mg*? 6.00 A.A 62
AlY 0.56 A.A - 62
Fe™* 0.02 A.A 62
Na* 2.6 Espect. Emisidn 63
K* 1.7 Espect. Emisidn 63
NO; 2.4 Polarografia 66
S0,* 29.70 Turbidimetria 63
cl, 0.60 Valoracién 63
Silice 4.60 Espectrofotomet. 63

De acuerdo con los valores de tolerancia de la tabla II.1l7,
en la muestra objeto de andlisis, el Ca™ interfiere en la deter-
minacién de AHIA y el Cl, interfiere en la determinacién de todas
las fitohormonas en estudio, ya que se encuentran en una concen-—
tracidén que estd por encima del limite de tolerancia establecido
para estos iones, por lo gue es necesario eliminar la posibles
interferencias antes de proceder a la determinacién. Para ello
el Ca* se elimina como indicamos en la pag 49, y para eliminar
el Cl, se emplea su reaccidén con SO,?, previamente hemos de estu-
diar si a su vez el S0, interfiere, para lo cual operamos como
sigue: en matraces de 10 mL se introdujo un volimen de disolucidn
patrdén tal que el contenido de fitohormona fuese el punto medio
del rango dindmico lineal de dicha fitohormona, concentraciones
crecientes de S0,7, 2 mL de disolucién reguladora HPO,” 0,1 M/H,PO,"
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0,1 Ma pH 8 al 50% etanol-agua, proporciones adecuadas de etanol
absoluto y agua desionizada para obtener una disolucidén al 50%

etanol/agua y se enrasd con disolucidén etanol-agua al 50%.

Se prepard un blanco en las mismas condiciones.

Se registrd el espectro de emisién y se mididé la intensidad
relativa de fluorescencia a la longitud de onda de emisidén, segin
de que fitohormona se trate, con las siguientes condiciones ope-
ratorias a 20°C:

Parametro AIA AIB AIP AHIA ANA ANA-A
AN 222 222 222 222 222 222
A.im 359 359 359 341 337 337

Intervalo,, 300-440 300-440 300-440 300-440 300-440 | 300-440

Rendijas 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5
exc/em

En la tabla II.26 se resumen los resultados obtenidos.

TABLA II.26.

50,? Error %
mg.L"
AIA AIB AIP AHIA ANA ANA-A
1 -1.23 -1.65 -1.12 -0.87 1.25 0.98
2 -2.65 -2.15 -1.98 -1.24 0.51 -1.12
4 -3.24 -2.98 -3.05 -2.13 -0.84 -2.07
8 -4.96 -4.21 -4.54 -2.58 -1.98 -2.75

De la tabla II.26 deducimos que el SO,? no interfiere en la
determinacidn de las fitohoronas en estudio. Para eliminar el Cl,
con SO,? operamos como sigue: en matraces de 10 mL se introdujo
un volimen de disolucién patrdn tal que el contenido de fitohor-
mona fuese el punto medio del rango dindmico lineal de dicha
fitohormona, 0.6 mg.L' de Cl,, concentraciones crecientes de S0,?,
2 mL de disolucién reguladora HPO,” 0,1 M/H.PO,'! 0,1 M a pH 8 al
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50% etanol-agua, proporciones adecuadas de etanol absoluto y agua
desionizada para obtener una disolucidén al 50% etanol/agua y se
enrasd® con disolucién al 50% etanol-agua.

Se prepard un blanco en las mismas condiciones.

Se registrd el espectro de emisidn y se midid la intensidad
relativa de fluorescencia a la longitud de onda de emisidn, segin
de que fitohormona se trate, con las siguientes condiciones ope-

ratorias a 20°C:

Parametro AIA AIB AIP AHIA BNA ANA-A
Ao nm 222 222 222 222 222 222
A..nm 359 359 359 341 337 337

Intervalo,, 300-440 300-440 300-440 300-440 300-440 300-440
Rendijas 5/5 5/5 5/5% 5/5 5/5 5/5

exc/em
En la tabla II.27 se resumen los resultados obtenidos.

TABLA II.27.

Cl, S0,? Error %
mg.L’ mg.L"
AIA AIB AIP AHIA ANA ANA-A
0.60 0 ~55.84 -51.62 ~56.37 -59.44 ~-60.54 -59.87
0.60 1 -1.57 -1.84 -1.25 -1.03 -1.54 -1.67
0.60 2 -2.28 -2.61 -2.06 -1.43 -1.88 -2.15
0.60 4 -2.94 -2.76 -3.21 -2.81 -2.68 ~-3.58

De la tabla II.27 deducimos que para eliminar el efecto in-
terferente del Cl, basta con afiadir 1 mg.L' de SO, a la muestra

problena.

Una vez eliminadas las interferencia con objeto de comprobar
el efecto que puede ejercer la matriz sobre la sefial de fluores-

cencia, realizamos una experiencia en la que se midié la sefal
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de fluorescencia correspondiente a una determinada concentracién
de cada fitohormona en presencia de una concentracidén de matriz
del 50%.

Procedimiento

En un matraz de 10 mL se introdujo un volimen de disolucidn
de fitohormona tal que la concentracidén resultante esté compren-
dido en el rango dinadmico lineal de dicha fitohormona, 2 mL de
disolucidén reguladora HPO,” 0,1 M/H.PO,! 0,1 M a pH 8 al 50% eta-
nol-agua, 4 mL de muestra tratada con AEDT y SO,?, etanol absoluto
para obtener una concentracién del 50% y se enrasd con disolucidn
al 50% etanol/agua.

Se prepard un blanco en las mismas condiciones.

Se registrd el espectro de emisidn y se midid la intensidad
relativa de fluorescencia a la longitud de onda de emisién segln
de que fitohormona se tratase, con las siguientes condiciones

operatorias a 20°C:

Parametro AIA AIB AIP AHIA ANA ANA-A
AecnM 222 222 222 222 222 222
A..nm 359 359 359 341 337 337

Intervalo,, | 300-440 300-440 300-440 300-440 300—446 300-440
Rendijas 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5
exc/em

En la tabla II.28 se recogen las intensidades relativas de
fluorescencia registradas, 3 réplicas para cada fitohormona,
comparandolas con la sefial que se obtiene cuando la matriz es

agua bidestilada.
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TABLA TII.Z28.

Matriz
Analito
Agua potable Agua bidestilada
AIA (90 ppb) 646.17 642.02 639.27 550.38 ©564.08 557.14
AIB (50 ppb) 237.14 239.58 243.70 609.25 613.67 606.12
AIP (60 ppb) 202.65 198.64 205.87 315.25 328.40 318.53

AHIA (150 ppb) 255.19 258.75 251.69 420.60 414.98 409.12

ANA (25 ppb) 185.24 180.54 176.77 388.45 385.04 391.57

ANA-A (60 ppb) | 262.64 269.74 265.42 | 429.31 426.54 436.99

Podemos observar que la matriz provoca una disminucién o un
aumento de la intensidad relativa de fluorescencia de las fi-
tohormonas con respecto a la intensidad registrada cuando se
utiliza agua bidestilada. Para discernir si ese aumento o dismi-
nucién es debido a un efecto matriz (error proporcional), a un
efecto interferente (error constante) o a ambos, establecemos
nuevos calibrados en presencia de una cantidad constante de ma-
triz (50%). Para dicho calibrado se realiza el procedimiento

operatorio indicado anteriormente.

En la tabla II.29 se indican las intensidades relativas de
fluorescencia cuando se varia la concentracidn de las fitohormo-

nas en una concentracién de agua potable del 50%.
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TABLA II.29.

Fitohormona Concentraciodn IFR

Hg.L!

AIA 0 10.94 14.15 6.22

45 327.21 322.57 332.35

90 646.17 642.06 639.27

135 956.23 952.17 950.75

AIB 0 0.06 1.87 3.63

25 121.02 124.86 118.11

50 237.14 239.58 243.70

75 359.49 355.69 363.39

100 479.06 474.81 482.16

AIP 0 9.12 5.06 12.94

25 99.61 96.48 92.11

50 184.02 188.76 181.20

75 270.84 273.79 266.41

100 358.51 362.91 356.01

AHIA 0 13.31 10.05 6.95

75 132.87 136.12 129.56

150 255.19 258.75 251.69

225 386.58 380.15 376.24

300 498.81 501.87 505.16

ANA 0 -5.49 0.21 2.50

10 65.64 63.25 70.98

20 139.12 143.05 135.87

30 211.35 205.31 213.24

40 283.87 287.64 280.91

50 356.41 358.52 350.21

ANA-A 0] -3.43 2.25 0.58

20 91.25 94.54 87.94

40 176.48 180.64 174.95

60 265.51 268.94 261.54

80 350.64 354.21 348.57

100 437.64 441.62 435.00

120 525.64 530.94 522.13

Todos los calibrados presentan un test de curvatura no sig-

nificativo, con unos valores de P superiores al 5%

: 39.08% (AIA),

86.62% (AIB), 93.96% (AIP), 83.44% (AHIA), 67.56% (ANA) y 72.45%

(ANA-A) .

En la tabla II.30 se muestran los parametros estadisticos

y de calidad mas representativos junto con los obtenidos para la

recta de calibrado encontrada en agua bidestilada.



ESTUDIO ESPECTROFLUORIMETRICO DE LOS ANALITOS

117

TABLA II.30.-Comparacién de los parametros estadisticos y de calidad.

Anal. Matriz
Parametro
Agua bidestilada Agua potable
Estadistico
n 18 12
Sz 9.009 3.895
a 11.67 11.90
S, 3.76 1.88
AIA b 6.10 6.98
s, 0.04 0.02
R’ 99.93 99.99
ta.n-!.bil 2 . l 2 O
Calidad
Lineal. (%) 99.32 99.68
Sens. (ppb) 1.47 0.56
LD (ppb) 0.19 1.26
DSR (90ppb)% 1.04 0.41
Estadistico
n 18 15
Spe 8.592 3.113
a 0.06 0.485
s, 3.59 1.39
AIB b 9.83 4.79
S, 0.06 0.02
R’ 99.94 99.97
Eenzm 2.120
Calidad
Lineal. (%) 99.40 99.56
Sens. (ppb) 0.87 0.6l
LD (ppb) 0.12 1.33
DSR (50ppb)% 0.91 0.77
Estadistico
n 18 15
Spe 8.035 3.353
a 9.12 8.954
s, 3.36 1.50
b 5.06 3.50
AIP S, 0.06 0.02
R’ 99.81 99.94
ta.ml.hi.l 2 * 120
Calidad
Lineal. (%) 98.91 99.30
Sens. (ppb) 1.59 0.96
LD (ppb) 0.26 2.10
DSR (50ppb)% 1.62 1.21
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TABLA II.30.-Continuacién.

Anal. Matriz
Parametro
Agua bidestilada Agua potable
Estadistico
n 21 15
Sge 8.246 3.436
a 9.77 9.85
s, 3.24 1.54
AHIA b 2.67 1.64
S, 0.02 0.01
R? 99.91 99.97
ta,n-l.hi) 2 . 093
Calidad
Lineal. (%) 99.33 99.49
Sens. (ppb) 3.08 2.09
LD (ppb) 0.65 4.58
DSR(150ppb)% 1.26 0.89
Estadistico
n 18 18
Spe 5.255 3.724
a 0.22 -3.09
s, 2.20 1.57
ANA b 15.586 7.15
Sy, 0.07 0.05
R? 99.97 99.92
ta,n-lbﬂ 2 * 120
Calidad
Lineal. (%) 99.55 99.28
Sens. (ppb) 0.34 0.52
LD (ppb) 0.61 1.11
DSR (30ppb)% 0.85 1.10
Estadistico
n 21 21
Sk 7.803 3.196
a 12.96 2.01
s, 3.07 1.26
b 6.98 4,37
ANA-A S, 0.04 0.02
R? 99.93 99.97
t«.n-l.hﬂ 2 hd 093
Calidad
Lineal. (%) 99.39 99.60
Sens. (ppb) 1.12 0.73
LD (ppb) 1.64 1.54
DSR (60ppb)% 1.15 0.75
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De la tabla II.30 podemos deducir que la linealidad es prac-
ticamente igual para todas las fitohormonas en estudio en agua
potable y agua bidestilada. La sensibilidad analitica y la des-
viacidén estadndar relativa de la concentracidén indistintamente
aumenta, disminuye o permanece practicamente igual y el limite
de deteccidén aumenta para el agua potable.

Para cada una de las fitohormonas comprobamos que la ordena-
da en el origen del calibrado con la muestra de agua potable
pertenece al intervalo de confianza para la ordenada en el origen
del calibrado con patrones (a * t_..'S.). En cambio para la pen-
diente ocurre todo lo contrario, es decir, para cada una de las
fitohormonas la pendiente del calibrado con la muestra de agua
potable no pertenece al intervalo de confianza de la pendiente
del calibrado con patrones (b * t_..'S.), para el AIA aumenta y
para AIB, AIP, AHIA, ANA y ANA-A disminuye.

De estos datos se deduce la presencia de un efecto matriz,
ya que las ordenadas en el origen son iguales y las pendientes
distintas lo que nos indica un error proporcional por accién de
los componentes del agua potable de Granada. Por ello para reali-
zar un analisis de fitohormonas en dicha agua, es necesario apli-

car el calibrado correspondiente con adicién de patrdn.

ESTUDIOS DE RECUPERACION.

Para comprobar la aplicabilidad del método propuesto, reali-
zamos andlisis sobre tres muestras distintas de agua potable de

Granada dopadas con una concentracién conocida de fitohormona.

Procedimiento: En un matraz de 10 mL se introdujo un vola-
men de disolucién de muestra tal que el contenido de dicha mues-
tra sea del 50% y el contenido de fitohormona esté comprendido
en el rango dinamico lineal de dicha fitohormona en la muestra,
2 mL de disolucidén reguladora HPO,” 0,1 M/H,PO,! 0,1 M a pH 8 al

50% etanol-agua, proporciones adecuadas de etanol absoluto y agua
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desionizada para obtener una disolucidén al 50% etancl/agua y se

enrasé con disolucidén al 50% etanol-agua.

Se prepard un blanco en las mismas condiciones.

Se registrd el espectro de emisidn y se mididé la intensidad
relativa de fluorescencia a la longitud de onda de emisidn, segin
de que fitohormona se tratase, con las siguientes condiciones

operatorias a 20°C:

Parametro AIA AIB AIP AHIA ANA ANA-A
A..nm 222 222 222 222 222 222
A..nm 359 359 359 341 337 337

Intervalo, 300-440 300-440 300-440 300-440 300-440 | 300-440

Rendijas 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5
exc/em

En la tabla II.31 se muestran las intensidades relativas de
fluorescencia obtenidos, la cantidad de fitohormona afladida y
encontrada, asi como el tanto por ciento de recuperacibén para

cada una de las tres réplicas de cada analisis.

TABLA II.31.-Estudio de recuperacién.

Muestra AIA afad. IFR AIA encon. Recuperacidn
Hg.L! ug.L! (%)
188.30 25.26 101.04
1 25 183.54 24.57 98.28
185.61 24.87 99.48
530.84 74.30 99.07
2 75 539.07 75.48 100.64
528.14 73.91 98.55
891.85 125.99 100.79
3 125 879.06 124.16 99.33
875.91 123.71 98.97
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TABLA II.31.-Continuacién.

3

80

283.64

Muestra AIB afad. IFR AIB encon. Recuperacidn
ug.L! Hg.L! (%)

98.11 20.39 101.95

1 20 95.41 19.83 99.15
94.88 19.72 98.60

243.51 50.77 101.54

2 50 240.93 50.23 100.46
234.58 48.90 97.80

389.24 81.21 101.51

3 80 382.49 79.80 99.75
379.81 79.24 99.05

M
Muestra AIP afiad. IFR AIP encon. Recuperacidn
ug.L! pg.L! (%)

79.13 20.06 100.30

1 20 77.25 19.52 87.60
78.68 19.93 99.65

184.158 50.08 100.16

2 50 186.34 50.71 101.42
180.20 48.96 97.92

287.43 79.61 99.51

78.53 98.16
: 292.61 81.09 101.36
Muestra AHIA afad. I AHIA enc. Recuperacién

R
ug.L! ug.L! (%)
94.11 51.30 102.60
1 50 91.02 49.42 98.84
92.21 50.14 100.28
259.61 152.06 101.37
2 150 251.97 147.41 98.27
255.32 149.45 99.63
419.37 249.33 99.73

3 250 426.31 253.56 101.42
417.78 248.37 99.35

Muestra ANA afad. IFR ANA encon. Recuperacidn
Hg.L! pg.L! (%)
106.16 15.28 101.87
1 15 101.87 14.68 97.87
108.10 15.55 103.67
210.39 29.86 99.53
2 30 206.71 29.34 97.80
215.13 30.52 101.73
319.20 45.07 100.15
3 45 314.51 44 .42 98.71
323.12 45.62 101.38
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TABLA II.3l.-Continuacién.

Muestra ANA-Aafiad. IFR ANA-~-Aenc. Recuperacién
Hg.L! ug.L" (%)
88.31 19.75 98.75
1 20 93.10 20.84 104.20
90.79 20.32 101.60
262.30 59.56 99.27
2 60 267.45 60.74 101.23
265.30 60.25 100.42
440.25 100.28 100.28
3 100 437.05 99.55 99.55
438.53 99.89 99.89

El valor medio de todos los porcentajes de recuperacidn para
el AIA, AIB, AIP, AHIA, ANA y ANA-A son respectivamente: 99.57%,
99.98%, 99.56%, 100.16%, 100.30% y 100.58%.

Para comprobar si este valor difiere significativamente del
100%, realizamos un test de comparacidén de una media frente a un
valor de referencia [65]. Los valores de la recuperacidén media,
la desviacidén estandar y el estadistico se muestran en la tabla
IT.32.

TABLA II.32.

AIA AIB AIP AHIA ANA ANA-A
Routia 99.57 89.98 99.56 100.16 100.30 100.58
Sg 1.010 1.464 1.419 1.390 2.010 1.631
tor 1.277 0.041 0.930 0.345 0.448 1.067
P % 23.74 96.82 37.96 73.90 66.60 31.72

* t,=(R-R,)'n" [/ s

De la tabla II.32 deducimos que la recuperacidén media no
difiere significativamente de 100% con un P>5% en todos los ca-
sos, por tanto el método es aplicable a la determinacidén de fi-

tohormonas en Agua potable de Granada.
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VI.3.-DETERMINACION DE FITOHORMONAS EN AGUA DE POZO DE LA HUERTA
DE SANTA MARIA.

Con objeto de estudiar las posibles interferencias previa-
mente determinamos el contenido idénico de esta agua en mg.L' que

se muestra en la tabla II.33.

TABLA II.33.-Contenido idnico del agua de pozo.

I6n mg.L" Técnica aplicada Referencia
ca" 5.00 A.A 62
Mg*? 0.42 A.A. 62
Aar+ 0.02 A.A. 62
Fe* 0.13 A.A. 62
Na* 26.25 Espect. Emisién 63
K* 6.00 Espect. Emisidn 63
NO, 0.50 Polarografia 66
so0,? 75.00 Turbidimetria 63
Silice 12.22 Espectrofotometria 63

De acuerdo con los valores de tolerancia de la tabla I1.17,

en la muestra objeto de andlisis observamos que no hay interfe-
rentes.

Con objeto de comprobar el efecto gque puede ejercer la ma-
triz sobre la intensidad de fluorescencia, realizamos una expe-
riencia en la que se midié la intensidad de fluorescencia corres-
pondiente a una determinada concentracién de cada fitohormona en
presencia de una concentracién de matriz del 50%.

Procedimiento

En un matraz de 10 mL se introdujo un volGmen de disolucién
de fitohormona tal que la concentracién resultante estuviese
comprendida en el rango dindmico lineal dicha fitohormona, 2 mL
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de disolucidn reguladora HPO,” 0,1 M/H.PO;’ 0,1 M a pH 8 al 50%
etanol-agua, 4 mL de disolucidén muestra, etanol absoluto para
obtener una concentracién al 50% y se enrasdé con disolucién al

50% etanol-agua.

Se prepard un blanco en las mismas condiciones.

Se registrd el espectro de emisién y se mididé la intensidad
relativa de fluorescencia a la longitud de onda de emisidn, segin
de que fitohormona se tratase, con las siguientes condiciones

operatorias a 20°C:

Parametro AIA AIB AIP AHIA ANA ANA-A
AnNm 222 222 222 222 222 222
AN 359 359 359 341 337 337

Intervalo,, 300-440 300-440 300-440 300-440 300-440 | 300-440

Rendijas 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5
exc/em »

En la tabla II.34 se recogen las intensidades de fluorescen-
cia registradas, 3 réplicas para cada fitohormona, comparé&ndolas
con la intensidad que se obtiene cuando la matriz es agua bides-
tilada.
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TABLA II.34.

Matriz
Fitohormona
Agua de pozo Agua bidestilada
AIA (90 ppb) 199.65 192.21 196.87 550.38 564.08 557.14
AIB (50 ppb) 139.80 135.24 142.97 609.25 613.67 606.12
AIP (60 ppb) 60.51 63.98 68.20 315.25 328.40 318.53

AHIA (150 ppb) 203.85 208.18 212.34 420.60 414.98 409.12

ANA (25 ppb) 58.21 55.10 60.03 | 388.45 385.04 391.57

ANA-A (60 ppb) 70.15 75.10 73.85 429.31 426.54 436.99

De la tabla II.34 deducimos que la matriz provoca una dismi-
nucién o un aumento de la intensidad de fluorescencia de las
fitohormonas con respecto a la intensidad registrada cuando se
utiliza agua bidestilada. Para discernir si ese aumento o dismi-
nucién es debido a un efecto matriz (error proporcional), a un
efecto interferente (error constante) o a ambos, establecemos
nuevos calibrados en presencia de una cantidad constante de ma-
triz 50%. Para dicho calibrado se realiza el procedimiento opera-
torio indicado anteriormente.

En la tabla II.35 se indican las intensidades relativas de
fluorescencia medidas cuando se varia la concentracién de las

fitohormonas en una concentracién de agua de pozo del 50%.
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TABLA II.35.

Fitohor- Concentracidn IFR

mona ug.L!

AIA 0 9.35 15.97 13.33

40 101.27 110.68 105.73

80 199.65 192.21 196.87

120 294.87 290.08 300.67

160 382.95 386.27 389.19

AIB 0 0.06 0.96 -0.89

25 68.86 69.93 71.25

50 139.80 135.24 142.97

75 212.50 209.67 205.61

100 277.38 279.54 282.75

AIP 0 9.12 5.37 12.94

25 32.18 34.03 41.23

50 60.51 63.98 68.20

75 90.89 96.54 89.27

100 120.31 125.01 117.68

AHIA o} 8.26 5.84 12.89

75 113.46 109.06 106.24

150 203.85 208.18 212.34

225 313.22 307.10 303.79

300 403.01 406.19 410.34

ANA 0 3.31 -1.65 5.10

10 25.15 21.96 28.74

20 45.87 50.64 43.57

30 67.47 70.54 65.84

40 90.45 92.54 85.64

50 110.85 115.68 107.24

ANA-A 0 1.10 2.74 4.04

20 25.64 29.51 23.51

40 50.98 53.48 48.15

60 72.61 74.51 69.64

80 98.15 101.87 95.56

100 122.54 126.54 117.25

120 145.62 139.52 148.32

Todos los calibrados presentan un test de

nificativo, con unos valores de P superiores al 5%: 47

curvatura no sig-

.24% (AIA),

97.80% (AIB), 96.97% (AIP), 97.31% (AHIA), 99.07% (ANA) y 92.08%

(ANA-R) .

En la tabla II.36 se muestran los pardmetros estadisticos

y de calidad mas representativos junto con los obtenidos para la

recta de calibrado encontrada en agua bidestilada.
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TABLA II.36.-Comparacién de los parametros estadisticos y de calidad.

Matriz
Anal. Parémetro
Agua bidestilada Agua de pozo
Estadistico
n 18 15
Sg.e 9.009 4.084
a 11.67 12.11
s, 3.76 1.83
AIA b 6.10 2.34
S, 0.04 0.02
R? 99.93 99.92
t«.n—!.lvil 2 . 120
Calidad
Lineal. (%) 99.32 99.20
Sens. (ppb) 1.47 1.75
LD (ppb} 0.19 3.82
DSR (90ppb)% 1.04 1.40
Estadistico
n 18 15
Sge 8.592 2.398
a 0.06 -0.079
s, 3.59 1.07
AIB b 9.83 2.80
s, 0.06 0.02
R® 99.94 99.95
Conzui 2.120
Calidad
Lineal. (%) 99.40 99.37
Sens. (ppb) 0.87 0.86
LD (ppb) 0.12 1.88
DSR (50ppb)% 0.91 1.09
Estadistico
n 18 15
Sge 8.035 3.558
a 9.12 8.46
s, 3.36 1.59
b 5.06 1.12
AIP s, 0.06 0.03
R? 99.81 99.31
tonra 2.120
Calidad
Lineal. (%) 98.91 97.68
Sens. (ppb) 1.59 3.17
LD (ppb) 0.26 6.94
DSR (50ppb)% 1.62 4.03
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TABLA II.36.-Continuacién.

Matriz
Anal. Parametro
Agua bidestilada Agua de pozo

Estadistico
n 21’ 15
Sre 8.246 3.557
a 9.77 9.55
s, 3.24 1.59

RHIA b 2.67 1.32

S, 0.02 0.01
R? 99.91 99.94
tonzma 2.093

Calidad

Lineal. (%) 99.33 99.35
Sens. (ppb) 3.08 2.68
LD (ppb) 0.65 5.89
DSR(150ppb) % 1.26 1.13
Estadistico
n 18 18
Ske 5.255 3.052
a 0.22 2.94
s, 2.20 1.28

ANA b 15.56 2.17

S, 0.07 0.04
R? 99.97 99.40
Lonzi 2.120

Calidad
Lineal. (%) 99.55 98.06
Sens. (ppb) 0.34 1.41
LD (ppb) 0.61 3.02
DSR (25ppb)% 0.85 2.95
Estadistico
n 21 21
Sge 7.803 2.975
a 12.96 2.62
s, 3.07 1.17

ANA-A b 6.98 1.19

S, 0.04 0.02
R 99.93 99.65
tu,n-’.'.bﬂ 2 . o 9 3

Calidad
Lineal. (%) 99.39 98.63
Sens. (ppb) 1.12 2.51
LD (ppb) 1.64 5.25
DSR (60ppb)% 1.15 2.64
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De la tabla II.36 obtenemos que la linealidad es practica-
mente igual para todas las fitohormonas en estudio para el agua
de pozo y agua bidestilada. La sensibilidad analitica y la des-
viacidén esténdar relativa de la concentracién indistintamente
aumenta, disminuye o permanece practicamente igual y el limite
de deteccidén aumenta para el agua de pozo.

Para cada una de las fitohormonas comprobamos que la ordena-
da en el origen del calibrado con la muestra de agua de pozo
pertenece al intervalo de confianza para la ordenada en el origen
del calibrado con patrones (a + t..i'S.) - En cambio para la pen-
diente ocurre todo 1lo contrario, es decir, para cada una de las
fitohormonas la pendiente del calibrado con la muestra de agua
de pozo no pertenece al intervalo de confianza de la pendiente
del calibrado con patrones (b + tnwi'Sy) » disminuye para todas
las fitohormonas.

De estos datos se deduce 1la presencia de un efecto matriz
Ya que las ordenadas en el origen son iguales y las pendientes
son distintas lo que nos indica un error proporcional por accién
de los componentes del agua de pozo. Por ello para realizar un
andlisis de fitohormonas en dicha agua, es necesario aplicar el
calibrado correspondiente con adicién de patrodn.

ESTUDIOS DE RECUPERACION.
Para comprobar la aplicabilidad del método propuesto, reali-
zamos analisis sobre tres muestras distintas de agua de pozo

dopadas con una concentracién conocida de fitohormona.

Procedimiento: En un matraz de 10 mL se introdujo un vola-
men de disolucién de muestra tal que el contenido de dicha mues-
tra sea del 50% y el contenido de fitohormona esté comprendido
en el rango dindmico lineal de dicha fitohormona en la muestra,
2 mL de disolucién reguladora HPO,® 0,1 M/H,PO,' 0,1 M a pH 8 al
50% etanol-agua, proporciones adecuadas de etanol absoluto y agua
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desionizada para obtener una disolucidén al 50% etanol/agua y se
enras® con disolucidén al 50% etanol-agua.

Se prepard un blanco en las mismas condiciones.

Se registro el espectro de emisidn y se midié la intensidad
relativa de fluorescencia a la longitud de onda de emisidn segln
de que fitohormona se tratase, con las siguientes condiciones
operatorias a 20°C:

Parametro AIA AIB AIP AHIA ANA ANA-A
A,..nm 222 222 222 222 222 222
nm 359 359 359 341 337 337
Intervalo,, 300-440 300-440 300-440 300-440 300-440 5/5
Rendijas 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5
exc/em

En la tabla II.37 se muestran los valores de intensidad
relativa de fluorescencia obtenidos, la cantidad de fitochormona
afiadida y encontrada, asi como el tanto por ciento de recupera-

cién para cada una de las tres réplicas de cada andlisis.
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TABLA II.37.-Estudio de recuperacién.

Muestra AIA afad. IFR AIA encon. Recuperacidén
Hg.L' Hg.L! (%)
71.23 25.27 101.08
1 25 69.61 24.58 98.32
70.25 24.85 99.40
185.62 74.16 98.88
2 75 187.20 74.84 99.79
190.12 76.08 101.44
301.54 123.71 98.97
3 125 306.43 125.80 100.64
308,91 126.86 101.49
e e A N B S At AN
Muestra AIB anad. IFR AIB encon. Recuperacidn
Hg.L" Hg.L! (%)
56.23 20.14 100.70
1 20 54.67 19.58 97.90
57.11 20.46 102.30
135.62 48.54 97.08
2 50 137.51 49.21 98.42
\ 142.51 51.00 102.00
224.13 80.20 100.25
3 80 226.34 80,99 101.24
220.15 78.77 98.46
O I —— L R LN w A
Muestra AIP afad. IFR AIP encon. Recuperacidn
ug.L! pg.L! (%)
31.02 20.13 100.65
1 20 30.21 19.41 97.05
31.68 20.72 103.60
63.25 48.90 97.80
2 50 66.32 51.64 103.28
65.03 50.49 100.98
99.37 81.13 101.41
3 80 97.68 79.62 99.52
96.51 78.58 98.22




132

CAPITULO II

TABLA II.37.-Continuacidn.
Muestra AHIA anad. IFR AHIA enc. Recuperacidn
ug.L” pg.L! (%)
74.24 48.83 97.66
1 50 75.11 49.49 98.98
76.03 50.18 100.36
205.64 148.03 98.69
2 150 209.31 150.80 100.53
210.67 151.82 101.21
335.97 246.42 98.57
3 250 343.25 251.91 100.76
337.85 247.84 99.14
k=======?=======================================EEEEEEEEEEEEEEEE#
Muestra ANA afiad. IFR ANA encon. Recuperacidén
pg.L' - (%)
34.87 14.71 98.07
1 15 37.21 15.79 105.26
35.11 14.82 98.80
66.31 29.20 97.33
2 30 68.27 30.11 100.37
70.10 30.95 103.17
101.59 45.46 101.02
3 45 98.30 43.94 97.64
100.05 44.75 99.44
P——_—_—-_———_—__————-—_‘
Muestra ANA-Aafiad. IFR ANA-Aenc. Recuperacidn
ug.L! pg.L! (%)
27.10 20.57 102.85
1 20 26.75 20.28 101.40
27.80 21.16 105.80
70.81 57.30 95.50
2 60 72.25 58.51 97.52
75.15 60.95 101.58
118.30 97.21 97.21
3 100 120.70 99.23 99.23
125.12 102.94 102.94

El valor medio de todos los porcentajes de recuperacidn para
el AIA, AIB, AIP, AHIA, ANA y ANA-A son respectivamente: 100.00%,
100.12% y 100.45%.

99.82%,

Para comprobar si este valor difiere significativamente del
100%, realizamos un test de comparacidén de una media frente a un

valor de referencia [65]. Los valores de la recuperacidén media,

100.28%,

99.54%,
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la desviacién estdndar y el estadistico se muestran en la tabla
IT.38.

TABLA II.38.

AIA AIB AIP AHIA ANA ANA~A
Ropuin 100.00 99.82 100.28 99.54 100.12 100. 45
Sq 1.194 1.900 2.327 1.204 2.668 3.313
te 0.000 0.284 0.361 1.146 0.135 0.407
P g% 100.00 78.34 72.76 28.50 89.60 69.46

T tu=(R-R,)'n"? [/ s,

De la tabla II.38 obtenemos que la recuperacién media no
difiere significativamente de 100% con un P»5% en todos los ca-
SO0S, por tanto el método es aplicable a la determinacidén de fi-
tohormonas en agua de pozo de la Huerta de Santa Maria.
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En el capitulo anterior se han estudiado las propiedades
fluorescentes de las fitohormonas seleccionadas en esta Memoria
Y la influencia que ejercen las distintas variables quimicas
llegdndose a proponer distintos métodos para su determinacién
individual. Se ha puesto de manifiesto el solapamiento espectral
que poseen los derivados indélicos AIA, AIB, AIP y AHIA, llegando
a presentar los tres primeros espectros de excitacién y emisidn
idénticos y muy similares en el caso del cuarto.

En este capitulo abordamos el estudio de las mezclas bina-
rias:

-Acido indol-3-acético/Acido 5-hidroxiindol-3-acético.
-Acido indol-3-butirico/Acido 5-hidroxiindol-3-acético.

-Acido indol-3-propidnico/Acido 5-hidroxiindol-3-acético.

El interés de la resolucidn de estas mezclas estriba, ademéas
de su interés medioambiental, en que tanto el AIA como el AIP y
el AHIA son productos del metabolismo del triptéfano como se
indicé en la Introduccidn. Para realizar este estudio se ha hecho
uso de la espectrofluorimetria derivada ya que ésta técnica pre-
senta la selectividad necesaria para resolver mezclas de compues-

tos cuyos espectros de fluorescencia convencionales estan muy
solapados.



138 CAPITULO III

I.-CARACTERISTICAS ESPECTRALES.

Para abordar el analisis de uno o mas compuestos por técni-
cas fluorescentes, precisamos, en primer lugar, conocer de forma
exahustiva su comportamiento fluorescente. Para ello, el primer
paso necesario es la obtencién de los espectros de luminiscencia
total de cada uno de los sistemas por separado y posteriormente
el de su mezcla. La observacidn de estos espectros nos permitira
seleccionar, de entre las distintas modalidades que ofrece el

andlisis por fluorescencia, la mas adecuada para nuestro caso.
I.1.-ESPECTROS DE LUMINISCENCIA TOTAL.

Los espectros de luminiscencia total de las fitohormonas
derivadas del indol se han establecido en el capitulo anterior.
En este capitulo nos hemos limitado a la obtencién del espectro
de luminiscencia total de las mezclas en las mismas condiciones
experimentales, para lo cual se prepararon-tres disoluciones, una
para cada mezcla binaria, de 25 ug.L' en un volumen final de 10
mL al 50% etanol/agua de cada uno de ellos a partir de disolucio-
nes etandlicas de 1 mg.L", paré lo cual se pipeteo 0.25 mL de
dichas disoluciones, la proporcién adecuada de etanol absoluto
Y agua bidestilada para obtener una concentracién del 50% y se
enrasd con disolucidén al 50% etanol-agua. A continuacién se pro-

cedid al registro de los espectros en las siguientes condiciones:

-Intervalo de emisién entre 290 y 410 nm.
-Intervalo de excitacidén entre 200 y 280 nm.
-AN... 2 nm. '

-Rendijas de excitacién y emisidén de 5 nm.
-Velocidad de barrido 240 nm.min".

~NGmero de barridos 40.

Con objeto de obtener el espectro de luminiscencia neto del
sistema y hacer desaparecer la linea Rayleigh de la representa-

cidn se registrd el espectro del blanco (disolucién al 50% eta-
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nol/agua) en las mismas condiciones, para a continuacién restar-
selo al sistema. El resultado se muestran en la figura III.1,
figura III.2 y figura III.3.

FIGURA III.l.-Espectro tridimensional de la mezcla AIA y AHIA.
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FIGURA III.2.-Espectro tridimensional de la mezcla AIB y AHIA.

FIGURA IV.3.-Espectro tridimensional de la mezcla AIP y AHIA.
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En las figuras III.1, III.2 y III.3 observamos que el maximo
de los tridimensionales de las tres mezclas binarias se desplaza
con respecto al maximo obtenido en los tridimensionales de los
derivados del indol individualmente.

I.2.-MAPAS DE CONTORNO (TOPOGRAMAS) .
De la experiencia anterior se obtienen las curvas de nivel
© mapas de contorno de cada uno de los tres sistemas. Se repre-

sentan en las figuras III.4, III.5 y III.6.

FIGURA III.4.-Topograma de la mezcla AIA y AHIA.
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FIGURA III.5.-Topograma de la mezcla AIB y AHIA.
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FIGURA III.6.-Topograma de la mezcla AIP y AHIA.
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De la observacidédn de las figuras III.4, III.5 y III.6 con-
firmamos que se produce un desplazamiento de la longitud de onda
de emisién para las mezclas binarias, obteniendo un midximo a una
longitud de onda de emisién intermedia entre la de los derivados
inddlicos que forman la mezcla binaria. La longitud de onda de
excitacién permanece constante ya que es la misma para los dos
derivados inddlicos que forman la mezcla.

I1.3.-ESPECTROS BIDIMENSIONALES.

En la figura III.7 se representan los espectros de emisién
de AIA y AHIA y de la mezcla de ambos. En la figura IIII.8 1los
espectros de emisién de AIB y AHIA y de la mezcla de ambos y en
la figura III.9 los espectros de emisién de AIP y AHIA y de la
mezcla de ambos. Estos espectros de emisién individuales corres-
ponden a los representados en el capitulo anterior en las figuras
I1.13, IT.14, II.15 y II.16 y los espectros de emisién de las
mezclas corresponden a las mismas muestras preparadas para regis-
trar los espectros de luminiscencia total.

FIGURA III.7.-Espectros de emisién de AIA (), AHIA (—) y la mezcla de
ambos (=---).
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de emisién de AIB ('),
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AHIA (——) y la mezcla de

FIGURA III.8.-Espectros
ambos (---).
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FIGURA III.S.-Espectros de emisién de AIP ('), AHIA (—) y la mezcla de
ambos (---).
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De la observacién de las figuras III.7, III.8 y III.9 com-
probamos que la longitud de onda de emisién de las mezclas bina-
rias es intermedia (350 nm) entre la longitud de onda de emisién

de los derivados indélicos individuales (359 y 341 nm respectiva-

mente) .

Dado el considerable solapamiento de los espectros de emi-
sién, como podemos observar en las figuras III.7-III.9, la deter-
minacién de ambos analitos cuando se encuentran presentes en la
misma muestra, conllevaria dificultades considerables. La resolu-
cidén de la mezcla podria hacerse de una manera convencional, es
decir, midiendo la emisién de fluorescencia total de la mezcla
a las dos longitudes de onda de emisidn de cada uno de los anali-
tos, y resolviendo el sistema de ecuaciones correspondientes, por
supuesto, el método requiere un conocimiento exacto de la emisién
de cada uno de los compuestos a las longitudes de onda de medida.

Por otra parte cuando los espectros estan muy solapados, que
es el caso que nos ocupa, los errores cometidos pueden ser muy
apreciables. Estas dificultades pueden ser soslayadas empleando
la técnica de derivadas. En las figuras ITT.10, IITI.11 y III.12
Seé representa la primera derivada de las mezclas en estudio.

FIGURA III.10.-Primera derivada de los espectros de emisidn de

AIn ( ), RHIA () y de la mezcla (~---).
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FIGURA III.1ll.-Primera derivada de los espectros de emisién de

dIRF/dlong onda

AIB (—), AHIA (---) y de la mezcla ().
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FIGURA III.1l2.-Primera derivada de los espectros de emisién de

AIP (—), AHIA (')
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Mediante la técnica de medida en el punto de corte "zero
crossing" se eligen las longitudes de onda adecuadas para poder
realizar medidas proporcionales a las concentraciones de los ana-.
litos y poder asi establecer las correspondientes rectas de cali-
brado.

Esta técnica consiste en medir el valor absoluto del espec-
tro derivado total a un valor de longitud de onda correspondiente
al punto de corte con el eje de abcisas del espectro del compo-
nente que interfiere.

Asumiendo que la derivada de un espectro mezcla es equiva-
lente a la suma de las derivadas de los espectros individuales,
cuando la magnitud de la derivada de uno de los analitos es cero,
la contribucién de dicho analito al espectro derivado de la mez-
cla es nula vy, consecuentemente, el otro analito puede medirse
libre de la interferencia del primero. Del mismo modo ocurre al
contrario.

Las medidas h, y h, en la primera derivada del espectro de
la mezcla, deber ser proporcionales a las concentraciones de los
analitos en estudio respectivamente. En consecuencia, las longi-
tudes de onda a las que se han medido estas seflales, seran las
longitudes de onda analiticas, para llevar a cabo la determina-
cidén. En la tabla III.1 se indican dichas longitudes de onda ana-
liticas para cada analito.

TABLA III.1l.-

Mezcla Ao
AIA/AHIA 341/359
AIB/AHIA 341/359
AIP/AHIA 341/359
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IL.-OPTIMIZACION DE PARAMETROS INSTRUMENTALES.

II.1.~-Eleccién del factor de filtrado en la obtencidn de los

espectros derivados.

Matematicamente puede demostrarse que la relacién entre la
sefial analitica y el ruido se hace mas pequefia a medida que au-
menta el orden de derivacién. Por ello, para usar como técnica
de trabajo analitica la derivacién, es necesario llevar a cabo
un filtrado de la sefial para controlar el incremento en el ruido

que es un resultado inevitable de la derivacién de un espectro.

El filtrado de una sefial analitica puede usarse también en
espectroscopia normal pero es usualmente innecesario. Sin embar-
go, el filtrado es un factor muy importante en espectroscopia
derivada pues el incremento en el ruido causado por el proceso
de diferenciacién es fundamentalmente debido a un incremento en
el ruido de "alta frecuencia". Asi, este ruido es especialmente
facil de reducir mediante un proceso de filtrado de "baja fre-
cuencia".

En el proceso de filtrado se hace una convolucién de 1la
serie de datos con una funcidén de filtrado consistente en una
serie de coeficientes proporcionales. Cada punto de la serie de
datos filtrados es una combinacién lineal de un grupo de puntos
adyacentes de la serie de datos sin filtrar, multiplicando cada
uno por un coeficiente proporcional.

En nuestro caso, para la obtencidén tanto de los espectros
derivados como para el posterior suavizado de los mismos, hemos
usado el programa FL Data Manager suministrado por la casa Perkin
Elmer para controlar el espectrofluorimetro LS-50. Este programa
aplica el método de filtrado y diferenciacién de datos basado en
el procedimiento de minimos cuadrados simplificado de Savitzky-
Golay [(67].
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Se pueden emplear factores comprendidos entre 5 Yy 149 pun-
tos, que ajustan cada punto a un polinomio cuadratico o cibico
a través de sucesivas ventanas de datos que se utilizan para
determinar el mejor punto central.

A medida que aumentamos el factor de filtrado, el proceso
de filtracién es mas efectivo, a costa de perder resolucidn. Con
objeto de comprobar como afectaba el factor de filtrado a los es-
pectros derivados, se ensayd con el espectro correspondiente a
la derivada de orden uno de una de las mezclas vista anteriormen-

te. Los espectros resultantes se pueden obsevar en la figura
IIT.13.

FIGURA III.l1l3.a.~Factor de filtrado de S puntos.
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FIGURA III.13.b.-Factor de filtrado de 13 puntos.
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FIGURA III.13.c.-Factor de filtrado de 19 puntos.
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FIGURA III.13.d.-Factor de filtrado de 25 puntos.
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Claramente puede observarse que la sefRal obtenida al efec-
tuar la primera derivada esta practicamente exenta de ruido cuan-
do el factor de filtrado es igual o superior a 19 puntos. Es por
ello que elegimos un factor de filtrado de 19 puntos para 1la
'obtencién de la primera derivada minimizando asi la pérdida de
sensibilidad que conllevaria el uso de un mayor ntGmero de puntos.

III.-OPTIMIZACION DE VARIABLES.

ITI.1.-ESTUDIO DEL PH.

En el estudio de la influencia del PH sobre la intensidad
de fluorescencia realizado en el capitulo II se ha puesto de
manifiesto que las fitohormonas derivadas del indol presentan
médxima intensidad relativa de fluorescencia en el intervalo de
PH comprendido entre 7 y 11, por lo tanto las mezclas binarias
de dichas fitohormonas presentan el mismo comportamiento. Por
ello para experiencias posteriores se fija el pH afadiendo 2 nL
del sistema HPO,> 0.1 M / HPO,' 0.1 M a pH 8 al 50% etanol-agua
como se estudid en el capitulo II.
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III.2.-ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD.

Para estudiar la estabilidad de las mezclas binarias de las
fitohormonas derivadas del indol en disolucién al 50% etandlica
se prepard una disolucidén para cada mezcla binaria que contenia
50 ug.L' de cada derivado indélico, para lo cual se introdujo en
un matraz de 10 mL 0,5 mL de disolucién de 1 mg.L' de cada deri-
vado indélico, 2 mL de disolucién reguladora HPO,? 0,1 M/H,PO,! 0,1
M a pH 8 al 50% etanol-agua, proporciones adecuadas de etanol
absoluto y agua desionizada para obtener una disolucién al 50%

etanol/agua y se enrasdé con disolucién al 50% etanol-agua.

Se registrarén los espectros de emisién para cada mezcla
binaria periédicamente con rendijas de excitacién y emisién de
5 nmy A, 222 nn.

Los respectivos blancos se prepararon bajo las mismas condi-

ciones experimentales.

Se midié las intensidades de fluorescencia a la longitud de
onda de emisién de las mezclas (350 nm). Los resultados obteni-
dos, una vez restadas las correspondientes contribuciones de los

blancos, se muestran en la tabla III.2 y en la figura III.14.

TABLA III.2.-Estabilidad de las mezclas binarias de fitohormonas.

Tiempo IFR,u
(min)
ATIA/AHIA AIB/AHIA AIP/AHIA

1 451.26 619.72 389.82

5 454.43 630.16 404.64

10 451.26 640.61 419.96

15 463.92 644.09 417.80

30 460.76 642.32 418.25

45 459.61 641.51 419.15

60 461.25 642.05 ‘ 417.38

S0 459.37 643.61 418.34

120 460.98 641.64 419.65

150 461.84 642.28 418.57

180 460.18 642.81 418.49
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FIGURA III.l4.-Estabilidad de las fitohormonas.
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De la tabla III.2 y figura III.14 podemos concluir que a
partir de los diez minutos de haber preparado la disolucién ésta
es estable hasta al menos 3 horas.

III.3.-INFLUENCIA DE LA FUERZA IONICA.

Se ha realizado el estudio de la influencia gque la fuerza
idnica del medio ejerce sobre la intensidad de fluorescencia del
sistema empleando dos sales diferentes NaCl y NacClo,.

Para ello se prepararon dos series de matraces aforados de
10 mL para cada mezcla binaria conteniendo 50 Hg.L' de cada de-
rivado inddélico, para lo cual se introdujeron en cada uno de
ellos 0,5 mL de disolucién de 1 mg.L' de derivado indélico, 2 mL
de disolucidén reguladora HPO,? 0,1 M/H.PO;'! 0,1 M a pH 8 al 50%
etanol-agua, cantidades crecientes de NaCl 5 M & Naclo, 5 M,
proporciones adecuadas de etanol absoluto Yy agua desionizada para
obtener una disolucién al 50% etanol/agua y se enrasé con disolu-
cidén al 50% etanol-agua.
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Se registrardén los espectros de emisidén para cada mezcla

binaria con rendijas de excitacién y emisién de 5 nm Y A, 222 nm.

Los respectivos blancos se prepararon bajo las mismas condi-
ciones experimentales.

Se mididé la intensidad relativa de fluorescencia a la longi-
tud de onda de emisién de 350 nm. Los resultados obtenidos se
muestran en la tabla III.3 y III.4 y en las figuras III.15 y
ITII.1e6.

TABLA III.3.-Fuerza idnica (NaCl).

IFR, o
[NaCl}
(M) AIA/AHIA AIB/AHIA AIP/AHIA
0.1 460.38 641.51 417.90
0.2 492.68 686.42 466.24
0.4 526.89 700.07 464.33
0.6 542.09 692.39 459.02
0.8 554.09 692.04 461.80
1.0 562.99 686.42 452.18
1.5 572.49 690.57 458.34
2.0 581.62 700.11 460.21
TABLA III.4.-Fuerza idnica (NaClo,)
IFR, . .c

[NacClo,]

(M) AIA/AHIA AIB/AHIA AIP/AHIA
0.1 458.21 640.52 420.35
0.2 491.18 681.13 448.28
0.4 543.72 683.83 441.94
0.6 565.47 673.01 452.72
0.8 573.93 686.54 460.15
1.0 580.37 700.08 456.98
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FIGURA III.15.-Fuerza iénica (NaCL).
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FIGURA III.16.-Fuerza iénica (NaClo,).
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De las figuras III.15 y III.16 podemos concluir que la in-
tensidad relativa de fluorescencia aumenta ligeramente al aumen-
tar la fuerza iénica.
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III.4.-INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA.

Se estudié la influencia que la temperatura ejerce sobre las
mezclas binarias de las fitohormonas en estudio en disolucién al
50% etandlica, para ello se prepard una disolucién para cada
mezcla binaria que contenia 50 ug.L' de cada derivado inddlico,
para lo cual se introdujo en un matraz de 10 mL 0,5 mL de disolu-
cidén de 1 mg.L' de cada derivado indélico, 2 mL de disolucién
reguladora HPO,> 0,1 M/H,PO;' 0,1 M a pH 8 al 50% etanol-agqua,
proporciones adecuadas de etanol absoluto y agua desionizada para
obtener una disolucidén al 50% etanol/agua y se enrasd con disolu-
cién al 50% etanol-agua.

Se registrarén los espectros de emisién, variando la tempe-

ratura, con rendijas de excitacién y emisién de 5 nm y A, 222 nn.

Los respectivos blancos se prepararon bajo las mismas condi-

ciones experimentales.

En la tabla III.5 se recogen las intensidades relativas de
fluorescencia a una longitud de onda de emisién de 350 nm al
calentar el sistema y en la tabla III.6 al enfriar el sistema con
ayuda de un termostato, y se representan graficamente en las
figuras III.17, III.18 y III.19.

TABLA III.5.-Influencia de la temperatura, calentamiento.

Calentamiento IFR,

°C

AIA/AHIA AIB/AHIA AIP/AHIA
5 507.77 694.02 444.63
10 495.49 696.83 437.70
15 481.15 668.70 424.08
20 460.68 640.56 417.76
25 442.25 589.92 398.79
30 432.01 557.41 390.88
35 395.15 502.39 364.56
40 362.39 448.93 337.13
45 327.58 378.90 311.84
50 286.34 321.25 283.57
55 236.14 270.54 256.38
60 160.85 217.15 225.12
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TABLA III.6.~Influencia de la temperatura, enfriamiento.

Enfriamiento IFR, 0
°C
ATIA/AHIA AIB/AHIA AIP/AHIA
60 160.85 217.15 225.12
55 212.97 280.57 257.74
50 261.24 365.14 287.64
45 311.43 435.62 350.17
40 377.08 494.35 380.07
35 423.41 548.38 420.15
30 479.70 613.71 451.71
25 520.32 683.56 489.20
20 561.77 720.00 528.65
15 598.61 765.55 558.52
10 621.64 783.77 594.03
5 628.55 801.99 - 619.81

FIGURA III.17.-Influencia de la temperatura sobre la mezcla

AIA/AHIA.
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FIGURA III.18.-Influencia de la temperatura sobre la mezcla
AIB/AHIA.

1,000
900 —

800 +—y
700 4 e
o

600 | TR
500 TN

400
S+
300 - N

200

IFR

100 -

Te (qc)

= calentamiento T enfriamiento

FIGURA III.19.-Influencia de la temperatura sobre la mezcla
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De las figuras III.17-III.19 se deduce que la intensidad
relativa de fluorescencia decrece cuando la temperatura se incre-
menta. Esto nos obliga a fijar su valor. Se ha elegido como tem-
peratura de trabajo 20.0%0.5°C, proxima a la temperatura ambiente

y facil de conseguir mediante el empleo de un simple termostato.

IV.-CALIBRADO Y PARAMETROS DE CALIDAD DEL METODO
ANALITICO.

IV.1.-RECTAS DE CALIBRADO.

Se han establecido cuatro rectas de calibrado para cada
derivado inddlico con objeto de comprobar la independencia entre
las sefiales analiticas de cada derivado indélico, a partir de
medidas de la sefial analitica correspondiente a la primera deri-
vada del espectro de emisién, de disoluciones gue contenian can-
tidades crecientes de un derivado indélico, en ausencia y presen-
cia de concentraciones constantes del otro derivado indélico

implicado en la mezcla binaria y viceversa.
IV.1.1.-RECTAS DE CALIBRADO DE AIA.

Para establecer las rectas de calibrado del AIA en ausencia
Y en presencia de AHIA se preparardén cuatro series de matraces
aforados de 10 mL en los que se introdujeron vollmenes crecientes
de disolucién de AIA de 1 mg.L' Yy la cantidad de AHIA correspon-
diente a cada serie, 2 mL de disolucidn reguladora HPO,” 0,1
M/H,PO,' 0,1 M a pH 8 al 50% etanol-agua, proporciones adecuadas
de etanol absoluto y agua desionizada para obtener una disolucidn

al 50% etanol/agua y se enrasé con disolucidn al 50% etanol-agua.

Se registrarén los espectros de emisidén con rendijas de
excitacién y emisién de 5 nm, N\, 222 nm y a 20.0 + 0.5 °C.
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A continuacién, sobre los espectros de emisidn, una vez
restada la sefal correspondiente al blanco, se efectia el calcu-
1o de la primera derivada con un factor de filtrado de 19 puntos.
Las medidas de intensidad de fluorescencia se han efectuado a A\,
/Aw = 222/341 nm.

En la tabla III.7 se muestran las intensidades relativas de
fluorescencia derivada para el AIA en ausencia y presencia del
AHIA, en la tabla III.8 se muestran las ecuaciones de las rectas
de calibrado correspondientes deducidas de la regresién por mini-
mos cuadrados y en la tabla III.9 se muestran los parametros
estadisticos.
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TABLA III.7.

cia de AHIA.

-Influencia de la concentracién de AIA en ausencia

Y en presen-

AHIA AIAa dIFR/dA
Hg.L! ug. Lt
0 3.12 2.82 3.30
30 23.80 25.06 24.27
0 60 43.78 46.19 44.90
90 66.48 66.00 66.81
120 86.06 89.40 87.21
150 107.30 108.26 109.32
0 1.54
30 24.62
10 60 46.82
S0 66.81
120 89.49
150 105.47
0 1.87
30 22.63
50 60 48.14
90 69.90
120 87.16
150 105.17
0 1.69
30 22.40
100 60 46.95
S0 66.37
120 83.50

TABLA III.8.-Rectas de calibrado de AIA.

[AHIA] Ecuacién de la recta
Mg.L!
0 3.13 + 0.70 [AIA]
10 3.34 + 0.70 [AIA)
50 3.54 + 0.70 [AIA]
100 2.66 + 0.69 [AIA)
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TABLA III.9.-Paradmetros estadisticos del AIA.

AHIA ug-L”

Parametros

0 10 50 100
n 18 6 6 5
m 3 1 1 1
Sie 0.885 2.154 2.980 2.348
a 3.13 3.34 3.54 2.66
s, 0.370 1.559 2.157 1.819
b 0.70 0.70 0.70 0.69
s, 0.004 0.017 0.024 0.025
DSR(b) 0.58% 2.43% 3.43% 3.57%
R? 95.95% 99.76% 99.54% 99.62%
lack of fit 96.23%

De los datos de la tabla III.9 observamos que las pendientes
de las rectas de calibrado del AIA en ausencia o presencia de
AHIA son iguales, lo que nos indica independencia de la sefial
analitica del AIA respecto del AHIA.

También obtenemos que para la recta de calibrado en ausencia
de AHIA el test de fallo de ajuste (lack of fit) es no significa-
tivo (p=96.23%),
datos.

lo que indica que no hay curvatura entre 1los

IV.1.2.-RECTAS DE CALIBRADO DE AIB.

Para establecer las rectas de calibrado del AIB en ausencia
Y en presencia de AHIA se prepararon cuatro series de matraces
aforados de 10 mL en los que se introdujeron volimenes crecientes
de disolucidén de AIB de 1 mg.L' y la cantidad de AHIA correspon-
diente a cada serie, 2 mL de disolucién reguladora HPO,? 0,1
M/H,PO,’ 0,1 M a pH 8 al 50% etanol-agua, proporciones adecuadas
de etanol absoluto y agua desionizada para obtener una disolucidn

al 50% etanol/agua y se enrasd con disolucién al 50% etanol-agua.

Se registrarén los espectros de emisién con rendijas de
excitacién y emisién de 5 nm, A, 222 nm y a 20.0 + 0.5 ,C.
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A continuacién, sobre los espectros de emisidén, una vez
restada la sefial correspondiente al blanco, se efectla el cialcu-
lo de la primera derivada con un factor de filtrado de 19 puntos.
Las medidas de intensidad de fluorescencia relativa derivada se
han efectuado a N\, /A, = 222/341 nm.

En la tabla III.10 se muestran las intensidades relativas
de fluorescencia derivada para el AIB en ausencia y presencia del
AHIA, en la tabla III.11 se muestran las ecuaciones de las rectas
de calibrado correspondientes deducidas de la regresién por mini-
mos cuadrados y en la tabla III.12 se muestran los parametros
estadisticos.
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TABLA III.1O0.-Influencia de la concentracidén de AIB en ausencia y en pre

sencia de AHIA.

AHIA AIB dIFR/dAN
pg.L” pg.L!
0 0.55 -0.40 0.89
20 24.52 22.49 26.03
0 40 47.21 50.98 48.81
60 74.61 75.20 74.58
80 98.35 101.10  100.25
100 123.92  121.53  123.89
0 0.67
20 23.89
30 40 50.20
60 73.51
80 99.64
100 122.73
0 0.46
20 25.42
60 40 49.38
60 76.85
80 100.68
100 123.09
0 0.33
20 23.43
100 40 48.19
60 73.80
80 98.37

TABLA III.ll.-Rectas de calibrado de AIB.

(AHIA) Ecuacidén de la recta
Hg.L'

0 0.04 1.24 [AIB]

30 0.28 1.23 [AIB]

60 0.76 1.24 ([AIB]
100 -0.47 1.23 [AIB]
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TABLA III.1l2.-Paradmetros estadisticos del AIB.

AHIA ug-L!

Parametros

0 30 60 100
n 18 6 6 5
m 3 1 1 1
Sigc 1.333 0.894 1.334 0.768
a 0.04 0.28 0.76 -0.47
s, 0.557 0.647 0.966 0.595
b 1.24 1.23 1.24 1.23
s, 0.009 0.011 0.01s6 0.012
DSR(b) 0.73% 0.89% 1.29% 0.97%
R? 99.91% 99.97% 99.93% 99.97%
lack of fit 53.65%

De los datos de la tabla III.12 observamos gue las pendien-
tes de las rectas de calibrado del AIB en ausencia o presencia
de AHIA son iguales, lo que nos indica independencia de la sefal
analitica del AIB respecto del AHIA.

También obtenemos que para la recta de calibrado en ausencia
de AHIA el test de fallo de ajuste (lack of fit) es no significa-
tivo (p=53.65%), 1lo que indica que no hay curvatura entre los
datos.

IV.1.3.-RECTAS DE CALIBRADO DE AIP.

Para establecer las rectas de calibrado del AIP en ausencia
Y en presencia de AHIA se prepararon cuatro series de matraces
aforados de 10 mL en los que se introdujeron volGmenes crecientes
de disolucidén de AIP de 1 mg.L' Y la cantidad de AHIA correspon-
diente a cada serie, 2 mL de disolucién reguladora HPO,> 0,1
M/H,PO,' 0,1 M a pH 8 al 50% etanol-agua, proporciones adecuadas
de etanol absoluto y agua desionizada para obtener una disolucién

al 50% etanol/agua y se enrasd con disolucién al 50% etanol-agua.

Se registrarén los espectros de emisién con rendijas de
excitacidén y emisién de 5 nm, A, 222 nm Yy a 20.0 *+ 0.5 .
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A continuacién, sobre los espectros de emisién, una vez
restada la sefial correspondiente al blanco, se efectGa el calcu-
lo de la primera derivada con un factor de filtrado de 19 puntos.
Las medidas de intensidad de fluorescencia se han efectuado a A,
/Mw = 222/341 nm.

En la tabla III.13 se muestran las intensidades relativas
de fluorescencia derivada para el AIP en ausencia y presencia del
AHIA, en la tabla III.1l4 se muestran las ecuaciones de las rectas
de calibrado correspondientes deducidas de la regresién por mini-
mos cuadrados y en la tabla III.15 se muestran los parametros
estadisticos.
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TABLA III.13.-Influencia de la concentracidn de AIP en ausencia Y en pre-
sencia de AHIA.

AHIA AIP dIFR/dA
Hg.L" Hg.L!
0 0.77 0.11 0.35
20 14.20 12.52 13.75
0 40 24.48 25.93 26.71
60 40.69 38.49 39.38
80 52.16 51.49 51.16
100 63.85 63.29 64.97
0 0.30
20 14.42
50 40 25.55
60 39.51
80 51.27
100 65.75
0 0.48
20 13.54
150 40 26.52
60 40.05
80 51.87
100 64.61
0 0.49
20 13.11
250 40 25.14
60 38.95
80 52.31

TABLA III.14.-Rectas de calibrado de AIP.

(AHIA) Ecuacién de la recta
Hg.L"
0 0.58 + 0.64 [AIP)
50 0.53 + 0.64 [AIP]
150 0.76 + 0.64 [AIP]
250 0.10 + 0.65 [AIP]
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TABLA III.l5.-Parametros estadisticos del AIP.
AHIA ug-L’
Paréametros
0 50 150 250

n 18 6 6 5

m 3 1 1 1

Sige 0.829 0.862 0.465 0.595
a 0.58 0.53 0.76 0.10
s, 0.346 0.624 0.336 0.461
b 0.64 0.64 0.64 0.65
S, 0.005 0.010 0.005 0.009
DSR(b) 0.78% 1.56% 0.78% 1.38%
R? 99.87% 99.90% 99.97% 99.94%
lack of fit 55.94%

De los datos de la tabla III.15 observamos que las pendien-
tes de las rectas de calibrado del AIP en ausencia o presencia
de AHIA son iguales, lo que nos indica independencia de la sefal
analitica del AIP respecto del AHIA.

También obtenemos que para la recta de calibrado en ausencia
de AHIA el test de fallo de ajuste (lack of fit) es no significa-
tivo (p=55.94%), lo que indica que no hay curvatura entre los
datos.

IV.1.4.-RECTAS DE CALIBRADO DE AHIA.

Para establecer las rectas de calibrado del AHIA en ausencia
Y en presencia de AIA, AIB e AIP se prepararon cuatro series de
matraces aforados de 10 mL, para cada mezcla binaria, en los que
se introdujeron voluimenes crecientes de disolucién de AHIA de 1
mg.L' y la cantidad de AIA, AIB y AIP correspondiente a cada
serie, 2 mL de disolucidn reguladora HPO,* 0,1 M/H,PO,' 0,1 M a pH
8 al 50% etanol-agua, proporciones adecuadas de etanol absoluto
Yy agua desionizada para obtener una disolucién al 50% etanol/agua

Yy se enrasd con disolucidén al 50% etanol-agua.

Se registrardn los espectros de emisidén con rendijas de
excitacién y emisién de 5 nm, A, 222 nm y a 20.0 + 0.5 C.
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A continuacién, sobre los espectros de emisidn, una vez
restada la sefial correspondiente al blanco, se efectia el calcu-
lo de la primera derivada con un factor de filtrado de 19 puntos.
Las medidas de intensidad de fluorescencia se han efectuado a A
/Nw = 222/359 nm.

En la tabla III.16 se muestran las intensidades relativas
de fluorescencia derivada para el AHIA en ausencia y presencia
de AIA, AIB y AIP, en la tabla III.17 se muestran las ecuaciones
de las rectas de calibrado correspondientes deducidas de la re-
gresidén por minimos cuadrados y en la tabla III.18 se muestran
los parametros estadisticos.
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TABLA III.l6.-Influencia de la concentracién de AHIA en ausencia Y en pre-

sencia de AIA, RAIB y AIP.

Indol AHIA dIFR/dA
ug.L! ug.L”!
0 0.23 0.12 0.54
75 21.42 24.90 26.81
0 150 41.15 47.43 38.87
225 63.07 69.96 58.74
300 81.34 86.15 78.61
o] 1.09
75 26.09
10 150 45.04
225 64.80
AlIAa
o] 1.71
75 25.85
30 150 41.07
225 63.28
0 1.40
75 26.23
50 150 41.81
225 62.37
m—__'—‘——————_“—_:
0 1.17
75 22.17
10 150 40.61
225 62.58
300 83.34
0 0.79
75 23.54
150 43.90
AIB 25 225 65.04
300 80.23
o] 0.54
75 26.25
40 150 45.81
225 63.41
300 85.85
.
0 0.86
75 24.57
10 150 47.28
225 65.93
300 85.02
0 0.33
75 22.64
AIP 30 150 41.74
225 63.81
300 81.92
0 0.48
75 21.99
50 150 42.07
225 65.78
300 82.04
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TABLA III.17.-Rectas de calibrado de AHIA.
Indol Ecuacién de la recta
Hg.L"
o] 1.86 + 0.27 [AHIA}
10 2.74 + 0.28 [AHIA]
AlAa
30 2.99 + 0.27 [AHIA)
50 3.18 + 0.26 [AHIA]
M-
0 1.86 + 0.27 [AHIA)
10 1.02 + 0.27 [AHIA)
AIB
25 2.62 + 0.27 [RHIA]
40 2.82 + 0.28 [AHIA]
'———.—_m'
0 1.86 + 0.27 [AHIA]
10 2.80 + 0.28 [AHIA]
AIP
30 1.22 + 0.27 [AHIA]
50 1.09 + 0.27 [AHIA]
TABLA III.1l8.-Pardmetros estadisticos del AHIA.
AIA ug-L'
Parametros AHIA
10 30 50
n 15 4 4 4
m 3 1 1 1
Sigo 1.714 2.147 2.606 2.709
a 1.86 2.74 2.99 3.18
s, 1.665 1.796 2.181 2.267
b 0.27 0.28 0.27 0.26
S, 0.009 0.013 0.016 0.016
DSR(b) 3.33% 4.64% 5.93% 6.15%
R? 98.57% 99.58% 99.32% 99.26%
lack of fit 56.34%
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TABLA III.1l8.-Continuacidn.

AIB ug-L’ AIP ug-L!

Parametros

10 25 40 10 30 50
n 5 5 5 5 5 5
m 1 1 1 1 1 1
Sine 0.917 2.405 2.404 2.134 1.241 1.890
a 1.02 2.62 2.82 2.80 1.22 1.09
S, 0.710 1.863 1.862 1.653 0.961 1.464
b 0.27 0.27 0.28 0.28 0.27 0.27
S, 0.004 0.010 0.010 0.008 0.005 0.008
DSR(b) 1.48% 3.70% 3.57% 2.86% 1.85% 2.96%
R? 99.94% 99.57% 99.60% 99.69% 99.89% 99.75%

De los datos de la tabla III.18 observamos que las pendien-
tes de las rectas de calibrado del AHIA en ausencia o presencia
de AIA, AIB y AIP son iguales, lo que nos indica independencia
de la sefial analitica del AHIA respecto del resto de derivado
indélicos.

También obtenemos que para la recta de calibrado individual
de AHIA el test de fallo de ajuste (lack of fit) es no significa-
tivo (p=56.34%), lo que indica que no hay curvatura entre los
datos.

IV.2.-PARAMETROS DE CALIDAD.

Para la determinacién del limite de deteccién y de cuantifi-
cacidén se realizé un estudio estadistico de la sefial del blanco
para lo cual se prepard una serie de 10 matraces aforados de 10
mL en los que se introdujeron 2 mL de disolucién reguladora HPO,*
0,1 M/H,PO,' 0,1 M a pH 8 al 50% etanol-agua, proporciones adecua-
das de etanol absoluto y agua desionizada para obtener una diso-
lucién al 50% etanol/agua y se enrasd con disolucién al 50% eta-
nol-agua.

Se registrardén los espectros de emisién con rendijas de
excitacién y emisidén de 5 nm, A\, 222 nm y a 20.0 £ 0.5 °C.
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A continuacidn, sobre los espectros de emisién, se efectia
el calculo de la primera derivada con un factor de filtrado de
19 puntos. Las medidas de intensidad de fluorescencia se han
efectuado a A, /A, = 222/341 nm para AIA, AIB y AIP y 222/359 nm
para AHIA.

En la tabla III.19 se muestran las medidas de las seflales
de fluorescencia derivada de los blancos asi como los limites de
deteccidén y cuantificacién.

TABLA III.19.-Limites de deteccidn y cuantificacién.

dIFR/dA
Muestra

AIA AIB AIP AHIA

1 0.61 0.51 0.53 1.90

2 0.59 0.53 0.49 1.89

3 0.63 0.59 0.55 1.90

4 0.61 0.55 0.51 1.95

5 0.64 0.52 0.49 1.93

6 0.59 0.51 0.52 1.89

7 0.62 0.53 0.51 1.91

8 0.61 0.57 0.53 1.90

9 0.63 0.54 0.49 1.89

10 0.59 0.51 0.51 1.93
dIFR/dA 0.61 0.54 0.51 1.91
G, 0.018 0.027 0.020 0.021
C, 0.077 0.065 0.094 0.22
C, 0.26 0.22 0.31 0.75

En la tabla III.20 se resumen los pardmetros analiticos cal-

culados para el andlisis de las mezclas binarias en estudio.

A)
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TABLA III.20.~ Parametros analiticos.

Parametro AIA AIB AIP AHIA
Rango dinédmico 0.26-120 0.22-80 0.31-80 ' 0.75-300
lineal (ug.L")

Linealidad (%)* 99.42 99.26 99.12 98.62
Sensibilidad 1.26 1.07 , 1.29 6.35
analitica *

(Mg.L")

Precisidn (%)° 0.78 0.66 0.80 15.72
Limite de detec- 0.077 0.065 0.094 0.22
cién (ug.L")

Limite de cuan- 0.26 0.22 0.31 0.75
tificacién

(Hg.L")

* Calculada por la expresién [1-DSR(b)]
* Calculada por la expresién s,./b

° Calculada por la expresién DSR=s ,/c en el punto central de la recta de
calibrado.

V.-PROCEDIMIENTOS OPERATORIOS.

Como consecuencia del estudio realizado anteriormente, pro-
ponemos los siguientes métodos para la determinacién en mezclas

binarias de los derivados indélicos mediante espectrofluorimetria
derivada.

Procedimiento: En un matraz de 10 mL se introdujo un volad-
men de disolucidén de muestra tal que el contenido de los deriva-

dos inddélicos en dicha muestra esté comprendido en la recta de
calibrado de ambos derivados indélicos, 2 mL de disolucién regu-
ladora HPO,” 0.1 M/H.PO," 0.1 M a pH 8 al 50% etanol-agua, propor-
ciones adecuadas de etanol absoluto Y agua bidestilada para obte-

ner una disolucidén al 50% etanol/agua y se enrasé con disolucién
al 50% etanol-agua.
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Se registrardén los espectros de emisidén con rendijas de
excitacién y emisién de 5 nm,\, 222 nm y a 20.0 * 0.5 °C.

A continuacién, sobre los espectros de emisidén, una vez
restado el blanco, se efectiia el calculo de la primera derivada
con un factor de filtrado de 19 puntos. Las medidas de intensidad
de fluorescencia derivada se miden a A /Am = 222/341 nm para
AIA, AIB y AIP y 222/359 nm para AHIA. A partir de estas medidas
calculamos la concentracién encontrada para cada derivado indéli-
co en estudio, mediante 1la interpolacién a la correspondiente
recta de calibrado.

VI.-APLICACIONES ANALITICAS.

Los métodos analiticos propuestos para la resolucidén de
mezclas binarias de derivados inddélicos, han sido aplicados a la

determinacién de estos en muestras sintéticas Y aguas naturales.
VI.1.~-RESOLUCION DE MEZCLAS BINARIAS EN MUESTRAS SINTETICAS.

Con objeto de aplicar los métodos propuestos para la deter-
minacidn en mezclas binarias de derivados indélicos mediante
fluorescencia derivada, se han preparado una serie de muestras
sintéticas con distintas relaciones en peso de cada uno de los
derivados indélicos.

Para todas ellas se siguid el mismo procedimiento: en un
matraz aforado de 10 mL se afiadidé el volumen necesario de diso-
lucidén etandélica de cada uno de los derivados indélicos para que
la concentracidén final de los mismos sea la requerida segln la
relacidén en peso estimada. A continuacién, se completdé con 2 mL
de disolucién reguladora HPO,? 0.1 M/H.,PO,' 0.1 M a pH 8 al 50%
etanol-agua, proporciones adecuadas de etanol absoluto y agua
bidestilada para obtener una disolucién al 50% etanol/agua y se
enrasd® con disolucién al 50% etanol-agua.
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Se registrardén los espectros de emisién con rendijas de

excitacién y emisidén de 5 nm, A, 222 nm y a 20.0 % 0.5 °C.

A continuacién, sobre los espectros de emisidn, una vez
restado el blanco, se efectia el calculo de la primera derivada
con un factor de filtrado de 19 puntos. Las medidas de intensidad
de fluorescencia derivada se miden a A, /A, = 222/341 nm para
AIA, AIB y AIP y 222/359 nm para AHIA. A partir de estas medidas
calculamos la concentracidén encontrada para cada derivado indéli-
co en estudio, mediante la interpolacidn a la correspondiente
recta de calibrado, y el % de recuperacién de cada determinacién.

Con el fin de comprobar los resultados obtenidos se han
realizado tres determinaciones de cada una de las mezclas ensaya-
das.

Los resultados obtenidos para las distintas concentraciones
ensayadas de cada uno de los derivados inddlicos se recogen en
las tablas III.21, III.22 y III.23.

TABLA III.2l.-~Estudio de recuperacidén en muestras sintéticas de la mezcla
binaria AIA/AHIA.

AHIA (ug.L") AIA (ug.L")
Relacién
Puesta Encontr. % Recup I Puesta Encontr. % Recup
1:1 4 3.88 97.00 4 4.19 104.75
1:1 30 30.63 102.10 30 28.78 95.93
1:1 50 49.22 98.44 50 48.50 97.00
1:1 100 99.41 99.41 100 101.50 101.50
2:1 50 48.86 97.72 25 24.00 96.00
2:1 100 99.41 99.41 50 51.70 103.40
2:1 200 197.47 98.73 100 99.80 99.80
1:2 25 24.50 98.00 50 51.50 103.00
1:2 50 48.59 97.18 100 99.80 99.80
5:1 50 48.59 97.18 10 9.65 96.50
5:1 100 98.21 98.21 20 19.25 96.25
5:1 200 199.58 99.79 40 41.16 102.90
1:5 10 10.45 104.50 50 51.46 102.92
10:1 100 101.72 101.72 10 10.38 103.80
10:1 200 201.67 100.83 20 20.79 103.95
1:10 10 9.85 98.50 100 99.79 99.79
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TABLA III.22.-Estudio de recuperacién en muestras sintéticas de la mezcla
binaria AIB/AHIA.

AIB (ug.L') " AHIA (ug.L")
Relacién
Puesta Encontr. % Recup Puesta Encontr. % Recup
1:1 5 5.17 103.40 5 4.87 97.40
1:1 25 25.46 101.84 25 25.26 101.04
1:1 50 50.21 100.42 50 49.33 98.66
1:1 75 73.09 97.45 75 75.18 100.24
2:1 10 9.99 99.90 5 5.07 101.40
2:1 50 49.75 99.50 25 24.59 98.36
1:2 25 24.86 99.44 50 48.48 96.96
1:2 50 49.75 99.50 100 98.85 98.85
1:2 70 69.97 99.96 140 141.7¢C 101.21
5:1 50 46.85 93.70 10 10.34 103.40
1:5 10 9.66 96.60 50 49.69 99.38
1:5 25 24.92 99.68 125 121.63 97.30
1:5 50 49.27 98.54 250 249.28 99.71
1:10 10 9.83 98.30 100 99.63 99.63
1:10 20 20.42 102.10 200 196.97 98.48
1:10 30 30.75 102.50 300 306.09 102.03

TABLA III.23.-Estudio de recuperacién en muestras sintéticas de la mezcla
binaria AIP/AHIA.

AIP (ug.L") - AHIA (ug.L")
Relacién
Puesta Encontr. % Recup Puesta Encontr. % Recup
1:1 25 25.28 101.12 25 25.59 102.36
1:1 50 50.64 101.28 50 50.12 100.24
2:1 50 49.56 99.12 25 24.52 98.08
1:2 25 25.43 101.72 50 49.44 98.88
1:2 50 50.07 100.14 100 101.30 101.30
1:2 75 75.61 100.81 150 145.93 97.29
3:1 75 75.17 100.23 25 25.60 102.40
1:3 25 25.62 102.48 75 74.01 98.68
1:3 50 49.47 98.94 150 148.48 98.98
1:4 25 25.62 102.48 100 97.34 97.34
1:4 50 49.23 98.46 200 201.40 100.70
1:5 25 25.91 103.64 125 123.84 99.07
1:5 50 50.22 100.44 250 245.69 98.27
1:6 25 25.51 102.04 150 147.88 98.59
5:1 50 , 51.65 103.30 10 10.12 101.20
6:1 60 60.69 101.15 .10 10.30 103.00
1:10 25 24.84 99.36 250 250.78 100.31
1:10 10 9.74 97.40 100 99.15 99.15
10:1 10 9.82 98.20 1 0.97 97.00
1:30 10 9.76 97.60 300 301.50 100.50
1:50 1 1.03 103.00 50 48.52 97.04
50:1 50 49.45 98.90 1 1.02 102.00
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Para comprobar si el valor de las recuperaciones difiere
significativamente del 100%, realizamos un test de la t de stu-
dent para comparar un valor medio frente a un valor de referencia
[65].

Los valores de la recuperacién media, su desviacién estandar

Yy el estadistico para cada mezcla se muestran en la tabla III.24.

TABLA ‘III.24.-Recuperaciones.

AIA/AHIA AIB/AHIA AIP/AHIA
Pardmetro
AIA AHIA AIB AHIA AIP AHIA
R 100.45 99.29 99,55 99.63 100.54 99.65
Sy 3.235 2.077 2.398 1.826 1.864 1.854
too 0.556 1.367 0.750 0.810 1.358 0.885
P % 58.60 19.20 46.40 43.00 18.80 38.60

* £.,,=(R-R,,) 0"

exp

/ sk

Se concluye que la recuperacién media no difiere significa-
tivamente del 100% con un p> 5% en todos los casos, por tanto los
métodos son aplicables a la determinacién de fitohormonas deriva-

das del indol en mezclas binarias en muestras sintéticas.
VI.2.-RESOLUCION DE MEZCLAS BINARIAS EN MUESTRAS DE AGUAS.

Una vez estudiadas las interferencias y el efecto matriz de
las muestras de aguas utilizadas (Agua de Lanjaron, agua potable
de Granada y agua del Pozo de Santa Maria) en el capitulo II,
pasamos al estudio de la determinacién en mezclas binarias de los

derivados indélicos en las distintas muestras de agua.

VI.2.1l.-Determinacidén de mezclas binarias de derivados inddélicos

en Agua de Sierra Nevada (Lanjarédn).

Para establecer los calibrados correspondientes se realizé
el siquiente procedimiento: en matraces de 10 mL se introdujeron

vollimenes crecientes de disolucién patrén de los derivados indé-
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licos, 2 mL de disolucién reguladora HPO,” 0.1 M/H,PO,' 0.1 M a pH
8 al 50% etanol-agua, 4 mL de muestra tratada con EDTA, etanol
absoluto para obtener una disolucidén al 50% etanol/agua y se
enrasd con disolucidén al 50% etanol-agua.

Se prepard un blanco que contenia 2 mL de disolucidén regula-
dora HPO,” 0.1 M/H,PO,' 0.1 M a PH 8 al 50% etanol-agua, 4 mL de
muestra tratada con EDTA, etanol absoluto para obtener una diso-
lucidn al 50% etanol/agua Y se enrasd con disolucién al 50% eta-
nol-agua.

Se registrarén los espectros de emisidn con rendijas de
excitacién y emisién de 5 nm, Ay 222 nm y a 20.0 + 0.5 °C.

A continuacién, sobre 1los espectros de emisidn, una vez
restado el blanco, se efectla el cédlculo de la primera derivada
con un factor de filtrado de 19 puntos. Las medidas de intensidad
de fluorescencia relativa derivada se miden a A, /A, = 222/341
nm para AIA, AIB y AIP y 222/359 nm para AHIA.

En al tabla III.25 se indican las sefales de fluorescencia
derivada medidas cuando se varia la concentracidén de los deriva-

dos inddélicos en una concentracién de agua de Lanjardn del 50%.

Todos los calibrados presentan un test de linalidad no sig-
nificativo, con unos valores de p superiores al 5%: 35.07% (AIA),
19.08% (AIB), 60.90% (AIP) y 50.99% (AHIA).

En la tabla III.26 se muestran los parametros estadisticos
y de calidad m&s representativos.
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Tabla III.25.-Rectas de calibrado de los derivados indélicos en Agua de
Lanjarén.
Derivado Concentracién dIFR/dA
inddlico ug.L!
AIA 0 0.10 1.08 1.93
45 37.38 35.75 39.15
90 77.93 75.34 79.51
135 114.56 113.01 116.97
AIB 0] 0.67 1.58 -0.47
25 21.10 19.31 23.57
50 45.28 46.88 43.15
75 70.01 72.61 69.24
100 94.19 96.25 91.98
AIP 0 0.76 0.15 0.36
20 7.08 6.20 6.98
40 12.30 12.95 13.45
60 20.35 19.21 19.89
80 26.03 25.75 25.50
100 31.90 31.60 32.50
AHIA 0 -0.15 0.10 0.85
75 28.55 26.34 24.42
150 53.94 49.57 51.27
225 83.75 77.25 80.34
300 105.83 107.56 109.64
Tabla III.26.-Parametros estadisticos y de calidad.
Derivado Parametro Agua de Lanjarén
inddélico
AIA Estadistico
Sk 1.776
a 0.49%
b 0.85
R? 99.86
Calidad
Lineal. (%) 98.80
Sens. (ppb) 2.09
LD (ppb) 4.72
DSR (90 ppb)% 1.52
AIB Estadistico
Sk 2.018
a -0.92
b 0.94
R? 99.69
Calidad
Lineal. (%) 98.44
Sens. (ppb) 2.13
LD (ppb) 4.64
DSR (50 ppb) 2.77
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TABLA III.26.-Continuacidn.

Derivado Parametro Agua de Lanjardn
indélico
AIP Estadistico

Sre 0.442
a 0.43
b 0.32
R? 99.85
Calidad

Lineal. (%) 99.04
Sens. (ppb) 1.40
LD (ppb) 2.98
DSR (60 ppb)% 1.43

AHIA Estadistico

S 2.128
a ~0.48
b 0.36
R’ 99.73
Calidad

Lineal. (%) $8.55
Sens. (ppb) 5.94
LD (ppb) 12.96
DSR (150 ppb) 2.59

ESTUDIOS DE RECUPERACION.

Para comprobar la aplicabilidad del método propuesto, reali-
zamos analisis sobre varias muestras distintas de agua de Lanja-
rén tratada con EDTA y dopadas con mezclas de derivados inddlicos
de concentracién conocida.

Procedimiento: en un matraz aforado de 10 mL se introdujo

el volumen necesario de disolucién etandlica de cada uno de los
derivados ind6licos para que la concentracién final de los mismos
sea la requerida seqin la relacidn en peso estimada. A continua-
cidén, se completa con 2 mL de disolucién reguladora HPO,? 0.1
M/H,PO,' 0.1 M a pH 8 al 50% etanol-agua, 4 mL de muestra tratada
con EDTA, etanol absoluto y agua bidestilada para obtener una
disolucién al 50% etanocl/agua y se enrasd con disolucidn al 50%
etanol-agua.
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Se registrarén los espectros de emisién con rendijas de
excitacién y emisién de 5 nm, A\, 222 nm y a 20.0 * 0.5 °C.

A continuacién, sobre los espectros de emisidn, una vez
restado el blanco, se efectia el calculo de la primera derivada
con un factor de filtrado de 19 puntos. Las medidas de intensidad
de fluorescencia derivada se miden a A\, /A, = 222/341 nm para
AIA, AIB y AIP y 222/359 nm para AHIA.

A partir de estas medidas calculamos la concentracién encon-
trada para cada derivado indélico en estudio, mediante la inter-
polacidén a la correspondiente recta de calibrado y estimamos el
porcentaje de recuperacién de cada determinacién.

Con el fin de comprobar los resultados obtenidos se han
realizado tres determinaciones de cada una de las mezclas ensaya-
das.

Los resultados obtenidos para las distintas concentraciones
ensayadas de cada uno de los derivados indélicos se recogen en
las tablas III.27, III.28 y III.29.

TABLA III.27.-Estudio de recuperacién en Agua de Lanjarén de la mezcla
binaria AIA/AHIA.

AHIA (ug.L") II AIA (ug.L")
Relacidn
Puesta Encontr. % " Puesta Encontr. %
1:1 50 49.12 98.24 50 50.74 101.48
1:1 160 99.48 99.48 100 100.02 100.02
1:2 50 50.22 100.44 100 97.52 97.52
2:1 100 99.48 99.48 50 50.74 101.48
2:1 150 144.67 96.45 75 77.13 102.84
1:5 25 25.30 101.20 125 120.89 96.71
5:1 200 195.91 97.95 40 39.06 97.65
5:1 100 101.48 101.48 20 20.29 101.45
1:10 10 9.64 96.40 100 97.88 97.88
10:1 200 204.67 102.33 20 20.29 101.45
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TABLA III.28.-Estudio de recuperacidn en Agua de Lanjardn de la mezcla
binaria AIB/AHIA.

AIB (ug.L') AHIA (ug.L"t)
Relacidn
Puesta Encontr. % Error Puesta Encontr. % Error
1:1 50 50.44 100.88 50 50.04 100.08
1:1 100 101.56 101.56 100 101.19 101.19
2:1 100 99.23 99.23 50 50.04 100.08
1:2 75 76.00 101.33 150 149.91 99.94
1:2 25 24.89 99.56 50 50.04 100.08
S:1 100 100.39 100.39 20 20.82 104.10
1:5 40 41.15 102.87 200 201.05 100.53
10:1 100 99.23 99.23 10 9.60 96.00
1:10 25 26.05 104.20 250 249.77 99.91

TABLA III.29.-Estudio de recuperacién en Agua de Lanjardn de la mezcla
binaria AIP/AHIA.

AIP (ug.L') AHIA (pug.L?)
Relacién
Puesta Encontr. % Error Puesta Encontr. % Error
1:1 25 25.28 101.12 b 25 25.59 102.36
1:1 100 99.64 99.64 100 99.12 99.12
2:1 50 49,56 99.12 25 24.52 98.08
1:2 50 50.43 100.86 100 99.44 99.44
1:2 100 101.07 101.07 200 197.03 98.52
1:5 20 20.61 103.05 100 100.93 100.93
5:1 100 - 99.17 99.17 20 20.10 100.50
1:10 25 25.62 102.48 250 254.01 101.60
1:10 20 19.47 97.35 200 198.48 99.24
10:1 100 99.62 99.62 10 9.74 97.40

Para comprobar la exactitud de los métodos, realizamos un
test de la t de student para comparar un valor medio frente a un
valor de referencia comparando 1la recuperacién media de cada
derivado indélico frente al 100%

Los valores de la recuperacién media, su desviacidn estandar
Y el estadistico para cada mezcla se muestran en la tabla ITII.30.
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TABLA III.30.-Recuperaciones.
AIA/AHIA AIB/AHIA AIP/AHIA

Parametro

AIA AHIA AIB AHIA AlP AHIA
R 99.85 99.34 101.03 100.21 100.35 99.72
Sg 2.196 2.065 1.691 2.065 1.704 1.590
t. 0.216 1.011 1.827 0.305 0.649 0.556
P % 83.40 33.90 10.50 76.80 53.30 59.20

* to=(R-R,u)'n'"? /[ s

De la tabla III.30 obtenemos que la recuperacidén media no
difiere significativamente del 100% con un p> 5% en todos 1los
casos, por tanto los métodos son exactos y por lo tanto aplica-
bles a la determinacién de fitohormonas derivadas del indol en

mezclas binarias en agua de Lanjarén.

VI.2.2.-Determinacidén de mezclas binarias de derivados inddélicos

en Agua potable de Granada.

Se establecen los calibrados correspondientes siguiendo el
procedimiento operatorio: en matraces de 10 mL se introdujeron
volimenes crecientes de disolucidn patrén de los derivados indé-
licos, 2 mL de disolucién reguladora HPO,* 0.1 M/H,PO,' 0.1 M a pH
8 al 50% etanol-agua, 4 mL de muestra tratada con EDTA y S0,?,
etanol absoluto y agua bidestilada para obtener una disolucién

al 50% etanol/agua y se enrasd con disolucidn al 50% etanol-agua.

Se prepard un blanco con las mismas condiciones sin derivado
indélico.

Se registrarén los espectros de emisidén con rendijas de
excitacidén y emisién de 5 nm, A\, 222 nm y a 20.0 * 0.5 °C.

A continuacién, sobre los espectros de emisién, una vez
restado el blanco, se efectia el cdlculo de la primera derivada

con un factor de filtrado de 19 puntos. Las medidas de intensidad
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de fluorescencia derivada se miden a Ao /A = 222/341 nm para
AIA, AIB y AIP y 222/359 nm para AHIA.

En al tabla III.31 se indican las sefiales de fluorescencia
derivada medidas cuando se varia la concentracién de los deriva-

dos inddlicos en una concentracidn de agua potable de Granada del
50% .

Todos los calibrados presentan un test de linalidad no sig-
nificativo, con unos valores de p superiores al 5%: 28.96% (AIA),
21.13% (AIB), 58.89% (AIP) y 38.89% (AHIA).

En la tabla III.32 se muestran los paradmetros estadisticos
y de calidad m&s representativos.

Tabla III.31.-Rectas de calibrado de los derivados inddlicos en Agua pota
ble de Granada.

Derivado Concentracién dIFR/dA
indbélico ug.L!

AIA 0 -0.15 0.95 1.21
45 35.47 33.21 36.99

90 73.94 71.67 75.49

135 109.61 107.54 110.87

AIB 0 0.64 1.85 -0.42
25 18.96 20.51 16.24

50 37.28 34.97 39.06

75 52.46 50.11 54.36

100 73.91 71.64 75.77

AIP 0] 0.30 0.80 0.11
20 9.11 8.05 7.93

40 14.54 13.61 15.42

60 22,30 21.31 20.23

80 28.91 27.80 26.68

100 35.66 33.49 34.58

AHIA 0] -0.73 - -0.40 0.15
75 14.33 17.57 19.13

150 25.24 31.49 28.64

225 47.15 41.34 44.28

300 60.05 59.91 57.42
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Tabla III.32.-Parametros estadisticos y de calidad.

Derivado Parametro Agua potable
inddélico
AIAa Estadistico
Sge 1.704
a 0.06
b 0.81
R* 99.85
Calidad
Lineal. (%) 98.79
Sens. (ppb) 2.10
LD (ppb) 4.74
DSR (90 ppb)% 1.53
AIB Estadistico
Spe 2.120
a 0.51
b 0.72
R’ 99.40
Calidad
Lineal. (%) 97.85
Sens. (ppb) 2.95
LD (ppb) 6.45
DSR (50 ppb) 3.66
e e T il E—
S B —————— |
Estadistico
AIP
Sg. 0.869
a 0.97
b 0.34
R’ 99.50
Calidad
Lineal. (%) 98.22
Sens. (ppb) 2.56
LD (ppb) 5.56
DSR (60 ppb)% 2.69
AHIA Estadistico
Sk 2.337
a 0.47
b 0.19
R 98.90
Calidad
Lineal. (%) 97.08
Sens. (ppb) 11.99
LD (ppb) 26.46
DSR (150 ppb) 5.28
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ESTUDIOS DE RECUPERACION.

Para comprobar la aplicabilidad del método propuesto, reali-
Zamos analisis sobre varias muestras distintas de agua potable
tratada con EDTA y S0;? y dopadas con mezclas de derivados indé-
licos de concentracién conocida.

Procedimiento: en un matraz aforado de 10 mL se afRadidé el
volumen necesario de disolucidn etandlica de cada uno de 1los

derivados indélicos para que la concentraciédn final de los mismos
sea la requerida segin la relacién en peso estimada. A continua-
cidén, se completa con 2 mL de disolucién reguladora HPO,* 0.1
M/H,PO,' 0.1 M a pH 8 al 50% etanol-agua, 4 mL de muestra tratada
con EDTA y S0,°, etanol absoluto Y agua bidestilada para obtener
una disolucidn al 50% etanol/agua y se enrasdé con disolucién
etanol-agua al 50%.

Se registrarén los espectros de emisién con rendijas de
excitacién y emisién de 5 nm, Ay 222 nm y a 20.0 + 0.5 °C.

A continuacién, sobre los espectros de emisidén, una vez
restado el blanco, se efectiia el cilculo de la primera derivada
con un factor de filtrado de 19 puntos. Las medidas de intensidad
de fluorescencia relativa derivada se miden a A, /A. = 222/341
nm para AIA, AIB y AIP y 222/359 nm para AHIA. A partir de estas
medidas calculamos la concentracién encontrada para cada derivado
indélico en estudio, mediante la interpolacién a la correspon-
diente recta de calibrado Y el porcentaje de recuperacién de cada
determinacién. .

Con el fin de comprobar los resultados obtenidos se han
realizado tres determinaciones de cada una de las mezclas ensaya-
das.

Los resultados obtenidos para las distintas concentraciones
ensayadas de cada uno de los derivados inddlicos se recogen en
las tablas IIT.33, ITII.34 y III.35.
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TABLA III.33.-Estudio de recuperacién en agua potable de la mezcla
binaria AIA/AHIA.

AHIA (ug.L") ]I AIA (ug.L")
Relacidn
Puesta Encontr. % " Puesta Encontr. %
1:1 100 101.53 101.53 100 99.74 99.74
1:1 50 51.33 102.66 50 50.04 100.08
1:2 60 58.23 97.05 120 118.91 99.09
2:1 60 61.68 102.80 30 29.53 98.43
2:1 180 178.73 99.29 90 89.62 99.58
1:5 20 19.78 98.90 100 98.91 98.91
5:1 250 257.93 103.17 50 50.04 100.08
5:1 100 100.98 100.98 20 19.28 96.40
1:10 10 10.03 100.30 100 101.32 101.32
10:1 300 294.30 98.10 30 29.26 97.53

TABLA III.34.-Estudioc de recuperacidn en Agua potable de la mezcla
binaria AIB/AHIA.

AIB (ug.L") AHIA (ug.L')
Relacidn
Puesta Encontr. % Error Puesta Encontr. % Error
1:1 50 50.92 101.84 50 49.09 S8.18
1:1 100 98.79 98.79 100 102.60 102.60
2:1 100 99.61 99.61 50 45.09 98.18
1:2 75 75.67 100.89 150 151.50 101.00
1:2 25 25.32 101.28 50 51.44 102.88
5:1 100 99.61 99.61 20 20.22 101.10
1:5 40 39.36 98.40 200 198.05 99.02
10:1 100 98.79 98.79 10 9.88 98.80
1:10 25 25.32 101.28 l 250 246.91 98.76

TABLA III.35.-Estudio de recuperacién en Agua potable de la mezcla
binaria AIP/AHIA.

AIP (ug.L") AHIA (ug.L")
Relacién
Puesta Encontr. % Error Puesta Encontr. % Error
1:1 25 25.35 101.40 25 24.69 98.76
1:1 100 101.04 101.04 100 99.33 99.33
2:1 50 49.12 98.24 25 25.22 100.88
1:2 50 51.03 102.06 100 101.20 101.20
1:2 100 100.97 100.97 200 198.64 99.32
1:5 20 19.53 97.65 100 99.93 99.93
5:1 100 99.51 99.51 20 19.95 99.75
1:10 25 24.75 99.00 250 251.82 100.73
1:10 20 20.41 102.05 200 201.38 100.69
10:1 100 98.95 98.95 10 10.31 103.10




DETERMINACION DE MEZCLAS BINARIAS 189

Realizamos un test de la t de student para comparar un valor
medio frente a un valor de referencia comparando la recuperacién
media de cada derivado indélico frente al 100% para comprobar la
exactitud de los métodos.

Los valores de la recuperacién media, su desviaciédn estandar
Yy el estadistico para cada mezcla se muestran en la tabla III.36.

TABLA III.36.-Recuperaciones.

AIA/AHIA AIB/AHIA AIP/AHIA
Parametro
AIA AHIA AIB AHIA AIP AHIA
R, 99.12 100.45 100.16 100.06 100.09 100.37
Sk 1.403 2.111 1.439 1.864 1.609 1.247
to 1.982 0.715 0.333 0.096 0.171 0.938
P % 7.00 49.20 74.60 92.40 86.80 37.20

' t,,=(R-R,)-n"

exp

/ sk

De la tabla III.36 obtenemos que la recuperacién media no
difiere significativamente del 100% con un p> 5% en todos los
casos, los métodos son exactos Yy por lo tanto aplicables a 1la
determinacién de fitohormonas derivadas del indol en mezclas

binarias en agua potable de Granada.

VI.2.3.-Determinacién de mezclas binarias de derivados indélicos
en Agua de pozo de Santa Maria.

Se establecieron 1los calibrados correspondientes con el
siguiente procedimiento: en matraces de 10 mnlL se introdujeron
vollmenes crecientes de disolucidn patrdén de los derivados indé-
licos, 2 mL de disolucién reguladora HPO,” 0.1 M/H,PO,' 0.1 M a pH
8 al 50% etanol-agua, 4 mL de muestra, etanol absoluto y agua
bidestilada para obtener una disolucién al 50% etanol/agua y se

enrasd con disolucién al 50% etanol-agua.

Se prepard un blanco con las mismas condiciones.
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Se registrardn los espectros de emisidén con rendijas de

excitacién y emisién de 5 nm, A, 222 nm y a 20.0 £ 0.5 °C.

A continuacién, sobre los espectros de emisidn, una vez
restado el blanco, se efectla el calculo de la primera derivada
con un factor de filtrado de 19 puntos. Las medidas de intensidad
de fluorescencia relativa derivada se miden a A, /A, = 222/341
nm para AIA, AIB y AIP y 222/359 nm para AHIA.

En al tabla III.37 se indican las sefiales de fluorescencia
derivada medidas cuando se varia la concentracién de los deriva-

dos inddlicos en una concentracién de agua de pozo 50%.

Todos los calibrados presentan un test de linalidad no sig-
nificativo, con unos valores de P superiores al 5%: 69.44% (AIA),
52.15% (AIB), 83.89% (AIP) y 94.90% (AHIA).

En la tabla III.38 se muestran los par&metros estadisticos

y de calidad mé&s representativos.
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Tabla III.37.-Rectas de calibrado de los derivados indélicos en Agua de

pozo de Santa Maria.

Derivado Concentracidn dIFR/dA
indélico ug.L"

AIAa 0 1.79 0.15 2.19
40 15.22 12.89 17.15%

80 25.85 27.45 23.51

120 37.88 35.26 39.17

160 49.91 46.97 51.65

AIB 0 1.26 -0.31 0.87
25 10.75 12.34 8.94

50 18.35 16.21 21.04

75 29.27 26.87 31.11

100 36.38 34.13 37.79

AIP 0 -0.40 -0.24 0.80
20 5.15 4.33 6.22

40 10.65 12.55 11.45

60 18.45 17.38 16.55

80 24.87 23.75 22.58

100 28.87 29.78 30.90

AHIA 0 -2.60 -1.84 -3.34
75 6.84 7.62 5.98

150 15.03 15.94 16.78

225 25.74 24.83 26.41

300 34.84 33.90 35.65
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Tabla III.38.-Parametros estadisticos y de calidad.

Derivado Parametro Agua de pozo
indélico
AIA Estadistico
Spe 1.842
a 2.08
b 0.30
R? 98.97
Calidad
Lineal. (%) 97.16
Sens. (ppb) 6.21
LD (ppb) 13.71
DSR (80 ppb)% 4.95
AIB Estadistico
= 1.819
a 1.12
b 0.36
R? 98.24
Calidad
Lineal. (%) 96.28
Sens. (ppb) 5.09
LD (ppb) 11.23
; DSR (50 ppb) 6.61
———- . ——————————————
AIP Estadistico
Se 0.875
a -0.38
b 0.30
R’ 99.36
Calidad
Lineal. (%) 97.99
Sens. (ppb) 2.91
LD (ppb) 6.18
DSR (60 ppb)% 3.07
AHIA Estadistico
sR.c 0-735
a -2.61
b 0.12
R* 99.73
Calidad
Lineal. (%) 98.57
Sens. (ppb) 5.89
LD (ppb) 12.90
DSR (150 ppb) 2.51
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ESTUDIOS DE RECUPERACION.

Para comprobar la aplicabilidad del método propuesto, reali-
zamos andlisis sobre varias muestras distintas de agua de pozo

y dopadas con mezclas de derivados indélicos de concentracién
conocida.

Procedimiento: en un matraz aforado de 10 mL se afadiéd el
volumen necesario de disolucién etandlica de cada uno de los
derivados indélicos para que la concentracién final de los mismos
sea la requerida segin la relacién en peso estimada. A continua-
cidén, se completa con 2 mL de disolucién reguladora HPO,” 0.1
M/H,PO,’ 0.1 M a pH 8 al 50% etanol-agua, 4 mL de muestra, etanol
absoluto y agua bidestilada para obtener una disolucién al 50%

etanol/agua y se enrasd con disolucidn al 50% etanol-agua.

Se registrarén los espectros de emisién con rendijas de
excitacién y emisién de 5 nm, A, 222 nm y a 20.0 £ 0.5 °C.

A continuacién, sobre los espectros de emisidén, una vez
restado el blanco, se efectla el calculo de la primera derivada
con un factor de filtrado de 19 puntos. Las medidas de intensidad
de fluorescencia derivada se miden a A /N = 222/341 nm para
AIA, AIB y AIP y 222/359 nm para AHIA. A partir de estas medidas
calculamos la concentracién encontrada para cada derivado indéli-
co en estudio, mediante la interpolacién a la correspondiente
recta de calibrado y el porcentaje de recuperacién de cada de-
terminacidn.

Con el fin de comprobar los resultados obtenidos se han
realizado tres determinaciones de cada una de las mezclas ensaya-
das.

Los resultados obtenidos para las distintas concentraciones
ensayadas de cada uno de los derivados inddlicos se recogen en
las tablas III.39, III.40 y ITII.41.
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TABLA III.39.~Estudio de recuperacién en agua de pozo de la mezcla
binaria AIA/AHIA.

" AHIA (ug.L") AIA (ug.L")
Relacién
Puesta Encontr. % Puesta Encontr. %
1:1 50 51.31 102.62 50 49.53 99.06
1:1 100 99.62 99.62 100 98.90 98.90
1:2 50 51.31 102.62 100 99.73 99.73
2:1 120 120.85 100.71 60 58.73 97.88
1:5 20 20.85 104.25 100 99.73 99.73
5:1 50 51.31 102.62 10 10.23 102.33
5:1 100 101.54 101.54 20 20.27 101.35
1:10 10 9.77 97.70 100 103.93 103.97
10:1 200 194.23 97.11 20 20.27 101.35
TABLA III.40.-Estudio de recuperacién en Agua de pozo de la mezcla
binaria AIB/AHIA.
AIB (ug.L') AHIA (ug.L%)
Relacién
Puesta Encontr. % Error Puesta Encontr. % Error
1:1 50 50.67 101.34 I 50 49.66 99.32
1:1 100 99.57 99.57 100 99.18 99.18
2:1 100 99.57 99.57 50 49.66 99.32
1:2 75 74.64 99.52 150 148.70 99.13
1:2 25 25.04 100.16 50 51.79 103.58
5:1 100 99.57 99.57 20 19.56 97.80
1:5 40 41.06 102.65 200 198.22 99.11
10:1 100 99.57 99.57 10 9.81 98.10
1:10 25 25.04 100.16 250 247.74 99.10
TABLA III.4l.-Estudic de recuperacién en Agua de pozo de la mezcla
binaria AIP/AHIA.
AIP (ug.L") 1 AHIA (ug.L?)
Relacidén ]
Puesta Encontr. % Error Puesta Encontr. % Error
1:1 25 25.12 100.48 25 24.89 99.56
1:1 100 99.34 99.34 100 101.14 101.14
2:1 50 51.02 102.04 25 25.31 101.24
1:2 50 49.85 99.70 100 99.82 99.82
1:2 100 100.31 100.31 200 199.11 99.55
1:5 20 18.71 98.55 100 98.96 98.96
5:1 100 99.91 99.91 20 20.10 100.50
1:10 25 25.12 100.48 250 249.45 99.78
1:10 20 19.89 99.45 200 200.94 100.47
10:1 100 99.75 99.75 10 10.10 101.00
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Para comprobar la exactitud de los métodos realizamos un
test de la t de student para comparar un valor medio frente a un
valor de referencia comparando la recuperacién media de cada
derivado indélico frente al 100%.

Los valores de la recuperacién media, su desviacidén estandar

Yy el estadistico para cada mezcla se muestran en la tabla III.42.

TABLA III.42.-Recuperaciones.

AIA/AHIA AIB/AHIA AIP/AHIA
Parametro
AIA AHIA AIB AHIA AIP AHIA
R, 100.47 100.97 100.23 99.40 100.01 100.20
S 1.917 2.417 1.081 1.659 0.926 0.779
to 0.735 1.204 0.638 1.085 0.003 0.819
P % 48.40 26.30 54,00 31.00 99.00 43.40

' t=(R-R,)n"? / Sk

De la tabla III.42 obtenemos que la recuperacidén media no
difiere significativamente del 100% con un P> 5% en todos los
casos, los métodos son exactos y por lo tanto aplicables a la
determinacién de fitohormonas derivadas del indol en mezclas

binarias en agua de pozo.






CAPITULO 1V
DETERMINACION SIMULTANEA DE ACIDO

INDOL-3-BUTIRICO Y ACIDO 1-NAFTILACETICO.
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En este capitulo nos planteamos la resolucidn de la mezcla
binaria constituida por el acido indol-3-butirico y el acido 1-
naftilacético, seleccionadas por estar presentes en diferentes
formulaciones comerciales. Ambas fitohormonas presentan caracte-
risticas fluorescentes muy parecidas por lo gue cuando se encuen-
tran en la misma disolucién, el gran solapamiento espectral pro-
ducido es causa de la mutua interferencia en los respectivos
métodos individuales de determinacién por espectrofluorimetria
clasica, por esta razén su determinacién conjunta mediante el
mismo procedimiento no es posible debido al gran solapamiento de
Sus espectros convencionales de fluorescencia. Dado que su deter-
minacién simultanea es de interés analitico, se pensdé utilizar
la fluorescencia derivada como técnica apropiada ya que, ésta,
ademds de la sensibilidad inherente a la fluorescencia en gene-
ral, presenta generalmente la selectividad suficiente para resol-
ver mezclas de compuestos cuyos espectros de fluorescencia con-
vencionales estdn muy solapados.

A continuacién se resumen los resultados obtenidos en las
experiencias realizadas.
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I.-CARACTERISTICAS ESPECTRALES.

Como en el capitulo III es necesario, en primer lugar, cono-
cer de forma exahustiva el comportamiento fluorescente de cada
uno de los sistemas por separado asi como el de su mezcla. Para

ello obtenemos los espectros de luminiscencia total.
1.1.-ESPECTROS DE LUMINISCENCIA TOTAL.

Para la obtencién de los espectros de luminiscencia total
de los sistemas ANA, AIB y su mezcla en disoluciédn etandlica al
50%, se prepararon tres disoluciones en matraces aforados de 10
mL, conteniendo el primero de ellos una disolucién de ANA de
concentracién 25 ug.L' preparada a partir de 0.25 mL de disolu-
cién patrdn de 1 mg.L?, la proporcién adecuada de etanol absoluto
Y agua desionizada para obtener una concentracién del 50% de
etanol-agua y se enrasd con disolucién al 50% etanol-agua. En el
segundo una disolucién de AIB de concentracién 25 ug.L' preparada
a partir de 0.25 mL de disolucién patrén de 1 mg.L', la propor-
cién adecuada de etanol absoluto y agua desionizada para obtener
una concentracidén del 50% de etanol-agua y se enrasd con disolu-
cidén al 50% etanol-agua y en el tercero se afiaden ambas fitohor-
monas en los volamenes ya indicados con lo cual 1la disolucién
final de la mezcla contiene cada uno de los analitos en la misma

concentracién en que se encuentran en las disoluciones individua-
les.

A continuacidén se procede al registro de los espectros en
las condiciones siguientes:

-Intervalo de longitudes de onda de excitacién 200 a 280 nm.

-Intervalo de longitudes de onda de emisidén 290 a 400 nm.

-Variacién de longitud de onda de 2 en 2 nm para cada barri-

do de emisién.

-Rendija de excitacidén 5 nm y rendija de emisién 4 nm.

-Velocidad de barrido es de 240 nm.min’.

-Nimero de barridos: 40.



DETERMINACION SIMULTANEA DE IBA Y ANA ' 201

Con objeto de hacer desaparecer la linea Rayleigh de la re-
presentacién y obtener el espectro de luminiscencia neto del
sistema, se resta el espectro del blanco. Los tridimensionales
resultantes se presentan en las figuras IV.1,IV.2 y IV.3,.

FIGURA IV.1l.-Tridimensional del ANA.
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FIGURA IV.2.-Tridimensional del AIB.

|

FIGURA IV.3.-Tridimensional de la mezcla ANA/AIB.
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I.2.-MAPAS DE CONTORNO (TOPOGRAMAS) .

La representacién de los espectros tridimensionales en forma
de curvas de nivel es la que nos ofrece mayor informacién, a

continuacién se presentan los mapas de contorno de cada uno de
los analitos individuales Yy de su mezcla.

FIGURA IV.4.-Mapa de contorno del ANA.
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FIGURA 1IV.5.-Mapa de contorno del AIB.
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FIGURA IV.6.-Mapa de contorno de la mezcla ANA/AIB.
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Vemos como en el topograma correspondiente a la mezcla de
ambos analitos, las posiciones de los méximos de excitacién y
emisidén de las dos fitohormonas coinciden con las que ocupaban
en sus topogramas individuales; lo cual nos indica que no se da
ningln tipo de interaccién entre ellos.

I.3.-REPRESENTACIONES BIDIMENSIONALES.

En la figura IV.7 se representan los espectros de emisién
de ANA, AIB y de la mezcla de ambos. Estos espectros corresponden
a las mismas muestras preparadas para registrar los espectros de
luminiscencia total. |

FIGURA IV.7.-Espectros de emisién de ANA (—), AIB (') y de la mezcla (---
).
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Debido al considerable solapamiento de los espectros de emi-
sidén, como podemos observar en la figura IV.7 se resuelve la mez-
cla mediante la técnica de derivada, utilizando como técnica de
medida el "zero crossing" como se explicdé en el capitulo III. En
la figura IV.8 se representa la primera derivada de la mezcla en
estudio.

FIGURA IV.8.-Primera derivada de los espectros de emisién de

ANA (—), AIB (') y de la mezcla (---).
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De la figura IV.8 obtenemos que la longitud de onda analiti-
ca de excitacién para ambos analitos es 222 nm y las longitudes
de onda analiticas de emisién son 336 y 358 nm para el AIB y el
ANA respectivamente.

II.-PARAMETROS INSTRUMENTALES.

ITI.1.~Eleccidén del factor de filtrado en la obtencién de los
espectros derivados.

Como se vio en el capitulo III elegimos un factor de filtra-

do de 19 puntos para la obtencién de la primera derivada minimi-
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zando asi la pérdida de sensibilidad que conllevaria el uso de
un mayor numero de puntos.

II1.-OPTIMIZACION DE VARIABLES.

III.1.~-INFLUENCIA DEL pH DEL MEDIO.

Para estudiar la posible influencia que pueda ejercer la
acidez del medio sobre la intensidad de fluorescencia de la mez-
cla binaria ANA/AIB en disolucidn al 50% etanol/agua se realizé

la siguiente experiencia:

Se prepard en un matraz aforadoz de 100 mL una disolucién
de 50 ug.L' al 50% etanol/agua de AIB a partir de 5 ml de la
disolucién etandlica de 1 mg.L' correspondiente. En un segundo
matraz aforado de 100 mL se prepard una disolucién de 25 ug.L"
al 50% etanol/agua de ANA a partir de 2.5 mL de la disolucidn
etandlica de 1 mg.L' correspondiente. Dichas disoluciones se
transfirieron a sendos vasos de precipitado de 200 mL y mediante
dcido clorhidrico e hidréxido sédico de diferentes concentracio-
nes, se ajusté el pH al valor deseado en cada caso. Se registra-
ron los espectros de emisién con las siguientes condiciones ope-
ratorias: rendija de excitacién 5 nm, rendija de emisidn 4 nm y
longitud de onda de excitacién 222 nnm.

A continuacién, sobre los espectros de emisién, una vez res-
tada la sefial correspondiente al blanco, se efectGa el calculo
de la primera derivada con un factor de filtrado de 19 puntos.
Las medidas de intensidad de fluorescenéia relativa derivada se
efectuaron a las longitudes de onda de emisién de 336 y 358 nm

para el AIB y ANA respectivamente.

La experiencia se repitié sucesivamente para cada valor del
PH seleccionado en el intervalo comprendido entre pH=1.0 y 14.0.
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Los resultados obtenidos los resumimos en las tablas IV.1,

IV.2 y en la figura IV.9.

TABLA IV.1l.~-Influencia del

pPH del medio sobre el ANA.

pH dIFR/d\ pH dIFR/AA
1.05 36.52 7.41 48.40
2.10 35.82 8.10 48.73
2.90 35.02 8.72 48.60
3.92 35.39 9.50 48.51
4.50 35.38 10.00 48.47
5.33 45.60 11.00 47.50
5.75 47.07 12.00 43.71
6.25 47.93 13.00 19.52
6.90 48.40

TABLA IV.2.-Influencia del pH del

medio sobre el AIB.

pH dIFR/dA pH dIFR/d\
1.20 3.41 6.60 43.20
2.11 16.68 7.12 44.10
2.51 22.25 7.90 45.24
3.05 26.23 9.80 45.24
3.91 27.55 10.60 44.95
4.60 27.55 11.65 40.39
5.10 29.41 12.10 31.26
6.15 40.55 12.60 6.73

FIGURA IV.9.-Influencia del pH sobre la intensidad relativa de fluorescen

cia derivada d ANA y AIB.
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Como podemos observar en la figura IV.9, la sefial es maxima
para el intervalo de pH comprendido entre 6.5 y 10.5 para el AIB
Y 6.0 y 11.0 para el ANA. Ante la conveniencia de tamponar se ha
elegido la disolucién reguladora HPO,* 0.1 M/ H,PO,' 0.1 M a pH 8
al 50% etanol-agua por originar espectros idénticos a los obteni-
dos con NaOH y HCL a pH similares. Se ha comprobado asi mismo que
para fijar el pH del sistema basta con afadir 2 mL de dicha diso-
lucién. El1 empleo de volimenes superiores no modificé el morfolo-
gia del sistema.

III.2.-ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD.

Para estudiar la estabilidad de la mezcla binaria ANA/AIB
en estudio en disolucién al 50% etandlica se prepard® una disolu-
cidén que contenia 50 Kg.L' de AIB y 25 pug.L' de ANA, para lo cual
se introdujo en un matraz de 10 nL 0.5 mL de disolucién de 1
mg.L' de AIB, 0.25 mL de disolucidn de 1 mg.L' de ANA, 2 mL de
disolucién reguladora HPO,? 0,1 M/HPO,' 0,1 M a pH 8 al 50% eta-
nol-agua, etanol absoluto Y agua desionizada en proporcions ade-
cuadas para obtener una disolucidn al 50% etanol/agua y se enraséd
con una disolucién al 50% etanol-agua.

Se registrarén los espectros de emisidn periédicamente con
las siguientes condiciones operatorias: rendija de excitacién 5

nm, rendija de emisién 4 nm y longitud de onda de excitacién 222
nm.

Se midié la intensidad relativa de fluorescencia a la longi-
tud de onda de emisién de 350 nm. Los resultados obtenidos los
resumimos en la tabla IV.3 Y en la figura IV.10.
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TABLA IV.3.-Estabilidad de la mezcla ANA/AIB.

Tiempo (min) ) IRF
1 522.1
5 528.5
10 541.6
15 551.1
30 550.6
45 550.6
60 551.0
S0 550.9
120 551.2
150 550.3
180 551.1

FIGURA IV.10.-Estabilidad de la mezcla ANA/AIB.
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De la tabla IV.3 y figura IV.10 obtenemos que la mezcla es

estable a partir de los diez minutos de su preparacidn y hasta

al menos tres horas.

IIT.3.-INFLUENCIA DE LA FUER2ZA IONICA.

Se ha realizado el estudio de la influencia que la fuerza

idénica del medio ejerce sobre la intensidad de fluorescencia del

sistema empleando NacCl y NacClo,.
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Para ello se prepararon dos series de matraces aforados de
10 mL para la mezcla binaria conteniendo 50 kg.L' de AIB y 25
Kg.L' de ANA, para lo cual se introdujeron en cada uno de ellos
0,5 mL de disolucién de 1 mg.L' de AIB, 0.25 mL de disolucidn de
1 mg.L' de ANA, 2 mL de disolucién reguladora HPO,* 0,1 M/H,PO,!
0,1 M a pH 8 al 50% etanol-agua, cantidades crecientes de NacCl
5 M 6 NaClo, 5 M, etanol absoluto Y agua desionizada en propor-
ciones adecuadas para obtener una disolucidn al 50% etanol/agua
Y se enrasd con disolucién al 50% etanol-agua.

Se registrardn los espectros de emisién con las siguientes
condiciones operatorias: rendija de excitacién 5 nm, rendija de
emisién 4 nm y longitud de onda de excitacién 222 nm.

A continuacién, sobre los espectros de emisidén, una vez res-
tada la sefial correspondiente al blanco, se efectia el calculo
de la primera derivada con un factor de filtrado de 19 puntos.
Las medidas de intensidad de fluorescencia relativa derivada se
han efectuado a las longitudes de onda de emisién de 336 y 358
nm para el AIB y ANA respectivamente.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla IV.4 y IV.5
Yy en las figuras IV.11 y IV.12.

TABLA IV.4.-Fuerza idnica (NacCl).

dIFR/dA

[NaCl}

(M) ANA AIB
0.1 30.11 45.55
0.2 32.70 45.98
0.4 31.84 44.25
0.6 30.11 45.12
0.8 30.54 46.41
1.0 31.84 45.98
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TABLA 1IV.5.-Fuerza ibénica (NaClo,)

dIFR/dA
[NaClo,}
(M) ANA AIB
0.1 30.11 43.05
0.2 30.75 43.46
0.4 30.34 43.87
0.6 31.56 43.46
0.8 30.34 44.27
1.0 31.16 44.27

FIGURA IV.ll.-Fuerza ibnica (NaCL).
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FIGURA 1IV.12.-Fuerza idnica (NacClo,).
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De las figuras IV.11l y IV.12 podemos concluir que la fuerza
idénica no influye en la determinacién de la mezcla ANA/AIB.

III.4.-INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA.

Para establecer 1la influencia que la temperatura ejerce
sobre la intensidad de fluorescencia de la mezcla binaria en
estudio, ANA/AIB, en disolucidn al 50% etandlica, se prepard una
disolucidén que contenia 50 pg.L' de AIB y 25 ug.L' de ANA, para
lo cual se introdujo en un matraz de 10 mL, 0,5 mL de disolucién
de 1 mg.L' de AIB, 0.25 mL de disolucidén de 1 mg.L' de ANA, 2 mL
de disolucién reguladora HPO,* 0,1 M/H,PO,’ 0,1 M a pH 8 al 50%
etanol-aqua, proporciones adecuadas de etanol absoluto y agua
desionizada para obtener una disolucién al 50% etanol/agua y se
enrasd con disolucidén al 50% etanol-aqua.

Se registrardén los espectros de emisién, variando la tempe-
ratura, con las siguientes condiciones operatorias: rendija de
excitacién 5 nm, rendija de emisién 4 nm Y longitud de onda de
excitacién 222 nnm.

A continuacién, sobre los espectros de emisién, una vez res-
tada la sefial correspondiente al blanco, se efectia el calculo
de la primera derivada con un factor de filtrado de 19 puntos.
Las medidas de intensidad de fluorescencia relativa derivada se
han efectuado a 1las longitudes de onda de emisidén de 336 y 358
nhm para el AIB y ANA respectivamente.

En la tabla IV.6 se recogen los resultados obtenidos al ca-
lentar el sistema y en la tabla IV.7 al enfriar el sistema con
ayuda de un termostato, y se representan graficamente en la figu-
ras IV.13 y IV.14.



214 CAPITULO 1V

TABLA IV.6.-Influencia de la temperaturé, calentamiento.

Calentamiento dIFR/dA
°C
ANA AIB

5 33.54 71.89
10 34.07 67.70
15 34.07 65.06
20 33.01 62.34
25 34.60 60.45
30 33.54 58.24
35 34.07 56.11
40 34.07 52.35
45 33.01 51.06
50 34.60 47.01
55 33.54 44,36
60 34.07 42.60

TABLA IV.7.-Influencia de la temperatura, enfriamiento.

Enfriamiento dIFR/dA
°C
ANA AIB

60 30.69 46.69
55 29.74 48.29
50 32.59 51.51
45 34.49 55.80
40 34.49 56.87
35 33.54 60.08
30 33.54 62.15
25 33.01 64.09
20 34.49 65.97
15 33.56 68.10
10 33.46 70.30
5 33.49 71.89

FIGURA IV.13.-Influencia de la temperatura sobre ANA.
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FIGURA IV.14.-Influencia de la temperatura sobre AIB.
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De la figura IV.13 obtenemos que la intensidad de fluores-
cencia relativa derivada del ANA no esta inluida por la tempera-
tura y en cambio de 1a figura IV.14 obtenemos que la intensidad
de fluorescencia relativa derivada del AIB si estd afectada. Por
ello elegimos como temperatura de trabajo 20.0%0.5°C obtenida
mediante un termostato.

III.5.-INFLUENCIA DEL CONTENIDO EN ETANOL.

Para estudiar la influencia del contenido de etanol sobre
la intensidad de fluorescencia de la mezcla binaria ANA/AIB en
estudio se preparé una disolucién que contenia 50 ug.L' de AIB
Y 25 ug.L' de ANA, para lo cual se introdujo en un matraz de 10
mL 0.5 mL de disolucidn de 1 mg.L' de AIB, 0.25 mL de disolucidén
de 1 mg.L' de ANA, 2 mL de disolucidn reguladora HPO,” 0,1 M/H.PO,’
0,1 M a pH 8 al 50% etanol-agua y cantidades crecientes de etanol
absoluto y agua desionizada hasta el enrase.
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Se registrardn los espectros de emisién con las siguientes
condiciones operatorias: rendija de excitacién 5 nm, rendija de

emisidén 4 nm y longitud de onda de excitacién 222 nm.

A continuacidn, sobre los espectros de emisién, una vez res-
tada la sefial correspondiente al blanco, se efectda el calculo
de la primera derivada con un factor de filtrado de 19 puntos.
Las medidas de intensidad de fluorescencia relativa derivada se
han efectuado a las longitudes de onda de emisién de 336 y 358
nm para el AIB y ANA respectivamente.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla IV.8 y en
la figura 1IV.15.

TABLA IV.8.-Influencia del contenido en etanol.

Volumen $Etanol dIRF/dA
mL
ANA AIB
2.5 25 30.12 36.18
3.5 35 29.75 37.87
5.0 50 29.87 46.10
7.5 75 18.02 40.10
10.0 100 5.02 34.20

FIGURA IV.15.-Influencia del contenido de etanol.
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De la tabla 1IV.8 y figura IV.15 tenemos due para el ANA la
intensidad relativa de fluorescencia derivad permanece constante
hasta el 50% de etanol-agua y disminuye a partir de este y para
el AIB aumenta hasta el 50% Y a partir de este disminuye ligera-
mente. Por lo tanto el procentaje éptimo de trabajo seri el 50%
etanol-agua.

IV.-CALIBRADO Y PARAMETROS DE CALIDAD DEL METO
DO ANALITICO.

IV.1.-RECTAS DE CALIBRADO.

Una vez establecidas las variables experimentales e instru-
mentales éptimas y con el objeto de proponer un método de deter-
minacién simultanea de AIB Y ANA, se han obtenido las correspon-
dientes rectas de calibrado para ambos analitos, comprobando 1la

independencia entre las sefiales analiticas de ambos.
IV.1.1.-Rectas de calibrado del AIB.

Se prepardé una serie de matraces de 10 mL en los que se
introdujeron de 0,01 a 1 mL ge disolucién de 1 mg.L' de AIB, 2
mL de disolucién reguladora HPO,* 0,1 M/H,PO,'! 0,1 M a pH 8 al 50%
etanol-agua, etanol absoluto Y agua desionizada en proporciones
adecuadas para obtener una disolucidén al 50% etanol/agua y se
enrasd con disolucidn al 50% etanol-agua. También se prepard un
blanco en las mismas condiciones experimentales.

Se registrarén los espectros de emisidn con las siguientes
condiciones operatorias: rendija de excitacién 5 nnm, rendija de
emisidn 4 nm y longitud de onda de excitacién 222 nm.

A continuacién, sobre los espectros de emisién, una vez res-

tada la sefal correspondiente al blanco, se efectia el cadlculo
de la primera derivada con un factor de filtrado de 19 puntos.

ki
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Las medidas de intensidad de fluorescencia relativa derivada se

han efectuado a las longitudes de onda de emisién de 336 nm.

Se han realizado tres réplicas para cada valor de concentra-
En la tabla

IV.10 se reunen los datos estadisticos de la recta de calibrado.

cién y las medidas se muestran en la tabla IV.9.

TABLA IV.9.-Recta de calibrado de AIB.

AIB ug.L! dIRF/dA
0 -0.47 -0.99 0.01
25 23.81 24.53 22.98
50 45.41 46.32 47.25
75 69.29 67.77 71.21
100 93.59 92.84 91.25

TABLA IV.10.-Parametros estadisticos.

Parametro Valor

n 15

m 3

S 1.04

a -0.03

s, 0.46

b 0.92

S, 0.01

DSR(b) 0.76%
Lack of fit 68.66%
R? 99.91%

Como podemos observar en la tabla IV.10 el test de fallo de
ajuste es no significativo ya que p>20% (68.66%), por lo tanto
el rango de linealidad es de 0-100 ug'L'.

Para comprobar la independencia entre las sefiales analiticas
de los analitos AIB y ANA, se han establecido tres rectas de
calibrado en el mismo rango de concentraciones de AIB pero en
presencia de concentraciones diferentes de ANA. Los resultados

se muestran en la tabla IV.11.
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TABLA IV.1ll.-Rectas de calibrado de AIB en presencia de ANA.

AIB dIRF/dA
Hg.L’
ANA ANA ANA
5 ug.L?! 25 ug.L? 45 ug.L!
0 -1.44 -1.55 0.10
25 24.33 25.06 23.38
50 47.45 45.08 44.90
75 69.53 67.58 67.18
100 91.43 90.10 91.71

El ajuste de las rectas por minimos cuadrados nos proporcio-
na los valores de pendiente y ordenada en el origen que se reco-
gen en la tabla 1IV.12, en donde se observa que estos valores
estan incluidos en el intervalo de confianza para la pendiente
Y la ordenada en el origen correspondiente a la recta de calibra-
do estableciada en ausencia de ANA, lo qgue nos indica que 1la
sefial de fluorescencia del AIB es independiente de la sefal de
fluorescencia del ANA.

TABLA IV.12.-Rectas de calibrado de AIB en presencia de ANA.

ANA ug.L | Pendiente Ordenada r’ (%)
0 0.92:0.02 -0.03%0.9 99.91

5 0.92 0.07 99.89

25 0.90 0.09 99.83

45 0.91 0.05 99.45

IV.1.2.-Rectas de calibrado del ANA.

Se prepardé una serie de matraces de 10 nlL en los que se
introdujeron de 0,01 a 0.5 mL de disolucién de 1 mg.L’' de ANA,
2 mL de disolucién reguladora HPO,’ 0,1 M/HPO;,' 0,1 M a pH 8 al
50% etanol-agua, etanol absoluto Y agua desionizada en proporcio-
nes adecuadas para obtener una disolucién al 50% etanol/agua y
se enrasd con disolucidén al 50% etanol-agua. También se prepard

un blanco en las mismas condiciones experimentales.



220 CAPITULO IV

Se registrardn los espectros de emisién con las siguientes
condiciones operatorias: rendija de excitacién 5 nm, rendija de

emisién 4 nm y longitud de onda de excitacién 222 nm.

A continuacién, sobre los espectros de emisién, una vez res-
tada la sefal correspondiente al blanco, se efect@a el céalculo
de la primera derivada con un factor de filtrado de 19 puntos.
Las medidas de intensidad de fluorescencia relativa derivada se
han efectuado a las longitudes de onda de emisién de 358 nm.

Se han realizado tres réplicas para cada valor de concentra-
cidén y las medidas se muestran en la tabla IV.13. En la tabla

IV.14 se reunen los datos estadisticos de la recta de calibrado.

TABLA IV.13.-Recta de calibrado de ANA.

ANA ug.L® dIRF/A\
0 1.55 -0.20 0.89
10 11.31 10.35 12.78
20 23.25 24.59 22.11
30 35.19 33.98 36.28
40 46.61 45.25 47.89
50 59.85 58.49 61.12

TABLA 1IV.14.-Parametros estadisticos.

Parametro Valor
n 18
m 3

Sige 1.19
a 0.05
s, 0.50
DSR(a)
b 1.18
S, 0.02
DSR(b) 1.69%
Lack of fit 46.09%
R® 99.69%
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Como podemos observar en la tabla IV.14 el test de fallo de
ajuste es no significativo ya que p>20% (46.09%), por lo tanto
el rango de linealidad es de 0-50 rg-Lt.

Para comprobar la independencia entre las sefiales analiticas
de los analitos AIB y ANA, se han establecido tres rectas de
calibrado en el mismo rango de concentraciones de ANA pero en
presencia de concentraciones diferentes de AIB. Los resultados
Se€ muestran en la tabla IV.15.

TABLA IV.15.-Rectas de calibrado de ANA en presencia de AIB.

ANA dIRF/dA
ug.L!
AIB AIB AIB
10 ug.L" 50 ug.L! 90 ug.L”!
0 0.07 -0.78 0.16
10 11.65 12.49 11.42
20 23.43 23.90 24.10
30 36.71 34.59 35.62
40 47.99 46.00 46.51
50 58.89 58.83 59.61

El ajuste de las rectas por minimos cuadrados nos proporcio-
na los valores de pendiente Y ordenada en el origen que se reco-
gen en la tabla IV.16, en donde se observa que estos valores
estan incluidos en el intervalo de confianza para la pendiente
Y la ordenada en el origen correspondiente a la recta de calibra-
do estableciada en ausencia de AIB, por lo tanto hay independen-

cia entre las sefiales de fluorescencia del ANA y del AIB.

TABLA IV.16.-Rectas de calibrado de ANA en presencia de AIB.

AIB upg.L | Pendiente Ordenada r’ (%)
0 1.18%0.04 0.04+1.1 89.69
10 1.19 0.05 99.93
50 1.17 -0.06 99.90
90 1.18 -0.01 99.95
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IV.2.-PARAMETROS DE CALIDAD.

Para la determinacién del limite de deteccidn y de cuantifi-
cacidén se realizd un estudio estadistico de la sefial del blanco
para lo cual se prepard una serie de 10 matraces aforados de 10
mL en los que se introdujeron 2 mL de disolucidn reguladora HPO,?
0,1 M/H,PO,’ 0,1 M a pH 8 al 50% etanol-agua, proporciones adecua-
das de etanol absoluto y agua desionizada para obtener una diso-
lucién al 50% etanol/agua y se enrasd con disolucién al 50% eta-

nol-agua.

Se registrarén los espectros de emisién con las siguientes
condiciones operatorias: rendija de excitacidén 5 nm, rendija de

emisién 4 nm y longitud de onda de excitacién 222 nm.

A continuacidén, sobre los espectros de emisidn, se efectia
el calculo de la primera derivada con un factor de filtrado de
19 puntos. Las medidas de intensidad de fluorescencia relativa
derivada se han efectuado a las longitudes de onda de emisién de
336 nm para el AIB y 358 nm para el ANA.

En la tabla IV.17 se muestran las medidas de las sefiales de
fluorescencia derivada de los blancos asi como los limites de

deteccidn y cuantificacién.

TABLA IV.17.-Limites de deteccidn y cuantificacién.

dIFR/dA
Muestra
AIB ANA
1 3.16 1.59
2 3.14 1.56
3 3.16 1.58
4 3.17 1.59
5 3.15 1.58
6 3.16 1.60
7 3.16 1.58
8 3.18 1.57
9 3.16 1.60
10 3.16 1.57
dIFR/dAA 3.16 1.58
C., 0.01 0.01
C, ug.L! 0.03 0.03
C, ug.L" 0.11 0.08
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Para estudiar la reproducibilidad del método se realizé un
estudio estadistico de la sefial de fluorescencia para lo cual se
pPrepararon dos series de 10 matraces aforados de 10 mL, una para
cada analito, que contenian 1la concentracidn correspondiente a
la mitad de la recta de calibrado de cada analito aproximadamen-
te, para ello se introdujo 0.5 mL de disolucién de 1 mg.L' de AIB
Y 0.25 mL de disolucién de 1 ng.L' de ANA. Se les afiadid 2 mL de
disolucidn reguladora HPO,* 0,1 M/H.PO,' 0,1 M a pH 8 al 50% eta-
nol-agua, etanol absoluto Y agua desionizada en proporcines ade-
Cuadas para obtener una disolucién al 50% etanol/agua y se enrasé
con disolucién al 50% etanol-agua.

Se registrardén los espectros de emisidén con las siguientes
condiciones operatorias: rendija de excitacién 5 nm, rendija de
emisién 4 nm y longitud de onda de excitacién 222 nm.

A continuacidén, sobre los espectros de emisidén, una vez res-
tada la sefal correspondiente al blanco, se efectda el calculo
de la primera derivada con un factor de filtrado de 19 puntos.
Las medidas de intensidad de fluorescencia relativa derivada se
han efectuado a las longitudes de onda de emisién de 336 nm para
el AIB y 358 nm para el ANA.

En la tabla IV.18 se relinen los resultados obtenidos.

TABLA IV.18.- Reproducibilidad del método.

dIFR/dA
Muestra AIB ANA
1 46.39 32.45
2 47.59 32.89
3 46.70 32.45
4 46.51 32.45
5 46.36 33.39
6 47.72 32.60
7 47.68 32.37
8 46.43 32.89
9 47.79 33.20
10 47.55 32.89
dIFR/d\ 47.07 32.76
o] 0.63 0.35
DER (%) 1.3 1.1
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En la tabla IV.19 se resumen los parametros analiticos cal-

culados para el andlisis de la mezcla binaria en estudio.

TABLA IV.19.- Parametros analiticos.

Parametro AIB ANA
Rango dinémico 0.1-100 0.08-50
lineal (ug.L')

Linealidad (%)° 99.18 98.64
Sensibilidad 1.13 1.01
analitica ®

(Hg.L")

Precisidn (%)° 1.3 1.1
Limite de detec- 0.03 0.03
cién (ug.L")

Limite de cuan- 0.1 0.08
tificacidn

(Hg.L")

* Calculada por la expresién [1-DSR(b)]
" Calculada por la expresién s,./b

° Calculada por la expresién g . 100
dIFR/AA

V.-PROCEDIMIENTO OPERATORIO.

Como consecuencia del estudio realizado anteriormente, pro-
ponemos el siguiente método para la determinacién simultanea de
AIB y ANA mediante espectrofluorimetria derivada.

Procedimiento: En un matraz de 10 mL se introdujo un vola-

men de disolucidn de muestra tal que el contenido de los analitos
en dicha muestra esté comprendido en la recta de calibrado de
ambos analitos, 2 mL de disolucién reguladora HPO,” 0.1 M/H.PO,"
0.1 M a pH 8 al 50% etanol-agua, proporciones adecuadas de etanol
absoluto y agua bidestilada para obtener una disolucidn al 50%

etanol/agua y se enrasé con disolucién al 50% etanol-agua. Tam-
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bién se preparé un blanco en las mismas condiciones experimenta-
les.

Se registrardén los espectros de emisién con las siguientes
condiciones operatorias: rendija de excitacidén 5 nm, rendija de
emisién 4 nm y longitud de onda de excitacién 222 nm.

A continuacién, sobre los espectros de emisién, una vez res-
tada la senal correspondiente al blanco, se efectda el calculo
de la primera derivada con un factor de filtrado de 19 puntos.
Las medidas de intensidad de fluorescencia relativa derivada se
han efectuado a las longitudes de onda de emisidén de 336 nm para
el AIB y 358 nm para el ANA.

A partir de estas medidas calculamos la concentracién encon-
trada para cada analito en estudio, mediante la interpolacién a
la correspondiente recta de calibrado.

VI.-APLICACIONES ANALITICAS.

El método propuesto para la determinacién simultanea de AIB
Y ANA ha sido aplicado a muestras sintéticas Y a muestras reales.

VI.1l.-DETERMINACION SIMULTANEA DE AIB Y ANA
EN MEZCLAS SINTETICAS.

Con el fin de estudiar la eficiencia del método propuesto
para la determinacién simulténea de ambos analitos en una muestra
real, se ha estudiado el efecto que ejerce cada uno de los anali-
tos sobre la respuesta del otro.

Para ello se ha aplicado el método a muestras que contienen
diferentes proporciones de ambos analitos, variando la relacién
entre los limites 1:1 y 20:1.

Las concentraciones ensayadas y los resultados obtenidos
como promedio de tres determinaciones se reunen en 1la tabla
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IV.20.

TABLA IV.20.-Determinacién de AIB y ANA en mezclas sintéticas.

AIB/ANA AIB ANA
Puesto Encontrado Rec (%) Puesto Encontrado Rec(%)
pg.L! Mg.L! pg.L' pg.L!

20:1 100.0 98.3 98.30 5.0 5.1 102.00
15:1 75.0 75.4 100.53 5.0 5.2 104.00
10:1 50.0 50.4 100.80 5.0 4.9 98.00
10:1 20.0 19.5 97.50 2.0 2.1 105.00
10:1 10.0 9.7 97.00 1.0 1.1 95.00
5:1 50.0 51.3 102.60 10.0 9.9 99.00
5:1 25.0 25.4 101.60 5.0 5.2 104.00
3:1 75.0 74.8 99.73 25.0 25.2 100.80
3:1 90.0 91.5 101.67 30.0 29.9 99.67
2:1 100.0 99.1 99.10 50.0 50.6 101.20
2:1 50.0 48.1 96.20 25.0 25.2 100.80
1:1 50.0 51.9 103.80 50.0 49.8 99.60
1:1 25.0 24.5 98.00 25.0 25.6 102.40
1:1 10.0 10.2 102.00 10.0 10.0 100.00
1:2 10.0 10.2 102.00 20.0 20.0 100.00
1:2 25.0 25.1 100.40 50.0 49.6 99.20
1:3 10.0 9.9 99.00 30.0 30.5 101.67
1:5 10.0 10.3 103.00 50.0 50.1 100.20
1:10 1.0 1.0 100.00 10.0 10.1 101.00
1:10 5.0 4.9 98.00 50.0 50.5 101.00

Para comprobar la exactitud del método se realizd el test
de comparacién de una media muestral frente a un valor de refe-
rencia, comparando la recuperacién media frente al 100%. En la

tabla IV.21 se muestran los resultados obtenidos.

TABLA IV.21.

AIB ANA
R 100.06 100.73
Sk 2.140 2.232
to, 0.125 1.463
p % 90.10 16.00

tﬂl)= ( R-Rm ) . nlv'l / sk

De la tabla IV.21 obtenemos que la recuperacién media no

difiere significativamente del 100% con p>5% en todos los casos,
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por lo tanto el método es aplicable a la determinacién simulténea
de ANA y AIB en mezclas sintéticas.

VI.2.-DETERMINACION SIMULTANEA DE AIB Y ANA EN MUESTRAS REALES.

Para comprobar la utilidad y exactitud del método propuesto,
éste ha sido aplicado a formulaciones comerciales de fitohormonas
tales como:

Hormogreen SL-2 (Greendel S.A.) AIB 0.
ANA 0.
Captan 15.

Inabarplant I (Inabar S.A.) AIB 0.
: ANA

o° o0 o\

o0 o0 o

Ziram

0

4
Inabarplant II (Inabar S.A.) AIB 0
ANA 0

Ziram 4,
0

0

5

o o\ o\

Inabarplant IV (Inabar S.A.) AIB
ANA
Captan 1

O d ONN ORE ONN

o0 o\ o

En primer lugar se estudié si las sustancias gue acompafiaban
a la mezcla en estudio (Ziram y Captan) interferian en el método
propuesto para el andlisis de la mezcla. Para ello se prepararon
dos series de tres matraces de 10 mL que contenian 50 ug.L' de
AIB y 25 ug.L' de ANA, a una serie se le afiadié 3.75 mg.L' de
Captan (concentracién 75 veces mayor, maxima relacién que existe
entre dicho interferente y los analitos en las aplicaciones); a
la otra serie se le afiadié 2 mg.L' de Ziram (concentracidén 40
veces mayor, maxima relacidn que existe entre dicho interferente
Y los analitos en las aplicaciones) Yy se les aplicd el procedi-
miento operatorio.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla IV.22.

TABLA IV.22.~Estudio de interferencias.

Analito R:AR Ziram Captan

AIB 46.32+1.90 45.22+0.80 47.15+0.65

ANA 29.52%2.14 30.76£0.52 28.64%0.70
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R=senal predicha
AR(intervalo de confianza sobre la senal)=s;.t, .,

sy=Desviacidn estédndar de la sefial predicha, calculada a
partir de sg=s,'(1/n+l/m)+s2(R-R,)® [68].

Como podemos observar en la tabla anterior no se produce
interferencia ya que la sefial obtenida con los interferentes
pertenece al intervalo de confianza de la sefial de los analitos
en estudio.

Una vez visto que no se producen interferencias pasamos a
tratar las muestras.

A 100.0 mg de muestra se le afiaden 100 mL de etanol absoluto
Y se tratan en el bafo de ultrasonidos, se filtra y del filtrado
Se coge una alicuota y se le aplica el procedimiento operatorio.

Puesto que conocemos el contenido nominal de los analitos
en la muetra, vamos a validar el método por comparacidén del re-
sultado con un valor de referencia.

Los resultados obtenidos se recogen en la tabla IV.23.

TABLA IV.23.-Determinacidn simultdnea de AIB y ANA en formulaciones comer-

ciales.
Muestra Composicidn Encontrado’ t.” P(%)
(%) (%)
Hormogreen SL-2 AIB 0.2 0.197+0.004 1.837 12.6
ANA 0.2 0.202+0.003 1.633 16.3
Captan 15.0 '
Inabarplant I AIB 0.1 0.097+0.003 2.450 | 5.8
ANA 0.1 0.098+0.002 2.450 5.8
Ziram 4.0
Inabarplant II AIB 0.2 0.198+0.003 1.633 16.3
ANA 0.2 0.205+0.006 2.042 9.7
Ziram 4.0
Inabarplant 1V AIB 0.4 0.402+0.003 1.633 16.3
ANA 0.4 0.397+0.004 1.837 12.6
. Captan 15.0

" Media y desviacién estandar de seis determinaciones.

-

te, = Ixm~xkl.n”/s
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Como podemos observar de los datos de la tabla anterior los
valores obtenidos no son significativamente distintos de 1los
valores de referencia con pP=5%, lo cual implica que el método es
exacto.






CAPITULO V
DETERMINACION DEL ACIDO 1-NAFTILACETICO.
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Una vez realizado el estudio espectrofluorimétrico en diso-
lucidn de las fitohormonas seleccionadas (capitulo IT) se ha

llevado a cabo un estudio cualitativo de las mismas en fase s&li-
da.

La espectrofluorimetria de preconcentracién en fase sdlida
basicamente consiste en afiadir una cierta cantidad de resina de
cambio idnico a un gran volumen de disolucién gue contiene el
elemento traza fluorescente a determinar. Mediante la agitacién
conveniente del sistema, el compuesto fluorescente se incorpora
al substrato sélido aumentando la intensidad de fluorescencia
emitida al haber experimentado un proceso de concentracién. La
resina con el analito fluorescente se filtra y a continuacién se
transfiere, con la ayuda de una fina pipeta, a una cubeta de
cuarzo de 1 mm de paso de luz donde se empaqueta. A continuacién
la cubeta se introduce en el compartimento de muestras del espec-
trofluorimetro para realizar la medida de la intensidad de fluo-

rescencia.

La maxima seflal de fluorescencia se obtiene midiendo 1la
fluorescencia difusa transmitida y no la reflejada. Esto se con-

sigue situando la cubeta de tal forma que el plano de esta forme
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dngulos de 45° con los haces de excitacién y emisidn respectiva-
mente. Esta optimizacién de la geometria de medida ha sido corro-

borada en todos los sistemas estudiados hasta la fecha.

El protocolo de aplicacidén de la espectrofluorimetria en

fase sdlida consta por tanto de las etapas siguientes:

1.-Preparacién de la disoluciédn.
2.-Agitaciédn.
3.-Filtracién.
4 .-Empaquetamiento de la resina.

5.-Medida de la intensidad de fluorescencia.

A las etapas de la espectrofluorimetria convencional, se le
afiade las etapas de agitacién, filtracidén y empaquetamiento de
la resina, razdén por la cual podria pensarse en una mayor incer-
tidumbre en los resultados obtenidos por la técnica. Sin embargo,
el empleo de resinas que posean buenas cualidades para su empa-
quetamiento (ser homogéneas en tamafio y no atacables por los
reactivos empleados) determina gue las desviaciones estandar
relativas de esta técnica sean del mismo orden que las de 1los

métodos convencionales en disolucidn.

Finalmente en cuanto a la interferencia causada por la pre-
sencia de especies extrafas al medio, merece destacar que, en
general, se observa una mayor tolerancia con respecto a los mis-
mos métodos en disolucidn. Este aumento de la tolerancia se ha
puesto de manifiesto con alguno iones paramagnéticos como el
Cu(IlI).

Mediante esta técnica se han propuesto métodos para la de-
terminacidn de las especies inorgadnicas [69] asl como para las
organicas. Las ventajas de la aplicacidén de esta técnica las
podemos resumir de la siguiente forma: en la obtencidn de limites
de deteccidn considerablemente bajos, disminucidén en el numero

de interferencias y empleo de instrumentacidén convencional.
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Como técnica de preconcentracién en la espectrofluorimetria
‘en fase sélida es necesario fijar el analito en un soporte séli-
do. Con objeto de determinar el soporte adecuado se llevd a cabo
un estudio sistemdtico de la fijacién de las fitohormonas en
estudio sobre los distintos soportes seleccionados. El método
operatorio fué el siguiente: se prepard una disolucidn de cada
fitohormona para cada uno de los soportes, que contenia la canti-
dad de disolucién patrén de fitohormona suficiente para originar
una sefial de fluorescencia razonable y agua desionizada hasta un
volumen de 500 mL. Posteriormente se afiadié la cantidad de sopor-
te necesaria para llenar la cubeta de medida (100 mg para el
soporte tipo Sephadex y 250 mg para el soporte de silica Ccl8) y
se sometid el sistema a una agitacién durante 15 minutos. Tras
filtrar, con la ayuda de una pipeta se transfiere el soporte a
una cubeta de cuarzo de 1lmm de paso de luz y se registraron los
espectros de emisidén y excitacidén. En cada caso se registraron
los espectros de los respectivos blancos para una posterior resta
de la contribucidén de los mismos.

En la tabla V.1 se recogen los resultados obtenidos, donde
se muestra la relacién intensidad relativa de fluorescencia /con-

centracidén para cada soporte con las diferentes fitohormonas.



236 CAPITULO V

TABLA V.l.-Resultado del ensayo cualitativo.

Soportes Fitohormonas IRF/Con. Ao DM A DM

exc

AIA 86 282 359
AlB 31 282 359
Sephadex AIP 46 282 359
QAE-A~-25 AHIA 22 282 339
ANA 300 280 336
ANA-A 0 280 336

AIA 80 282 359
AIB 26 282 359
Sephadex AIP 41 282 359
DEAE-A-25 AHIA 17 282 339
ANA 250 282 336
ANA-A 0 —-—— —-——

AIA - -— -—=
AIB - -—- -—-
Sephadex AIP - -—- -
Sp-C-25 AHIA - ——— -—
ANA - —-— -—
ANA-A — S -

AIA - _— ———
AIB - — _
Sephadex AIP - —— —_———
G-15 AHIA - - -
ANA - _— —
ANA-A - - _—

AIA - ——— -—
AIB - -—- -—-
Sephadex AIP - - -—-
G-25 AHIA - -— -
ANA - -—- -—
ANA-A -- ——- -—-

AIA - _—— —_—
AIB - —— —_—
Silica C-18 AIP - ——— ——
AHIA -—- - _—
ANA - ——— —_—
ANA-A -—- —— —_——

La tabla V.l nos permite concluir:

-Sobre la resina Sephadex QAE-A-25 se fijan, mostrando fluo-

rescencia, todas las fitohormonas seleccionadas.

-Sobre la resina Sephadex DEAE-A-25 se fijan todas las fi-
tohormonas seleccionadas excepto el ANA-A que no lo hace.
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-La posicidén de los maximos de excitacidén y emisién de cada
fitohormona es la misma en ambas resinas. La comparacién de las
longitudes de onda de estos maximos en disolucidn (tabla II.1)
Y en fase resina nos permite observar que, por efecto de la fija-
cidn, las fitohormonas sufren en ambos soportes un desplazamiento
en el maximo de excitacién hacia valores superiores (efecto bato-
crémico), manteniendo la posicién del maximo de emisién.

-En la resina Sephadex SP-C-25, Sephadex G-15, Sephadex G-25
y Silica C-18 ninguna de las fitohormonas estudiadas muestra
fluorescencia.

-De las fitohormonas seleccionadas el ANA-A tiene menor
rendimiento relativo de fluorescencia y al ANA el mayor.

A la vista de los resultados obtenidos, hemos seleccionado
la resina Sephadex QAE-A-25 para el estudio del ANA debido a que
con ella se obtiene un intensidad de fluorescencia mayor que con
la DEAE.

I1.-CARACTERISTICAS ESPECTRALES DE ACIDO 1-NAFTILACE-
TICO (ANA) FIJADO SOBRE SEPHADEX QAE-A-25.

II.1.-ESPECTROS DE LUMINISCENCIA TOTAL.

Para establecer el espectro tridimensional del acido 1-naf-
tilacético (ANA) en resina Sephadex QAE-A-25 se prepard una diso-
lucidn acuosa de concentracién 3.0 ug.L' de ANA en un volumen
final de 500 mL, pipeteando 1.5 mL de una disolucién patrén de
ANA de 1 mg.L' en etanol absoluto. La disolucidén se trasfirié a
un frasco de vidrio de 1000 mL y se adicionaron 100 mg de resina
Sephadex QAE-A-25. Del mismo modo, pero sin adicionar ANA, se
prepard un blanco.
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Después de agitar durante 10 minutos, se filtrd la disolu-
cién. A continuacidén, con la ayuda de un gotero, se llend la
cubeta y se procedié al registro de los espectros en las siguien-
tes condiciones:

-Intervalo de emisidén entre 300 y 400 nm.

-Intervalo de excitacién entre 200 y 300 nm.

~Variacién de 2 en 2 nm de la A, para cada barrido de emi-
sién.

-Realizacidén de 50 barridos.

-Rendijas de excitacidén y emisidén de 15 y 5 nm respectiva-
mente.

-Velocidad de barrido de 240 nm/min.
El blanco se registra en las mismas condiciones y se le
resta al espectro del ANA con objeto de hacer desaparecer la

linea Rayleigh. El resultado se muestra en la figura V.1.

FIGURA V.1l.-Espectro tridimensional del ANA fijado sobre QAE.
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II.2.-MAPAS DE CONTORNO (TOPOGRAMAS)

En la figura V.2 se representa e
sobre Sephadex QAE-A-25.

1 topograma del sistema ANA

FIGURA V.2.-Topograma de ANA sobre QAE.
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I1.3.-ESPECTRO BIDIMENSIONALES.

Del espectro de luminiscencia total se obtuvieron los es-

pectros bidimensionales representaddg
Cuales se escogid la longitud de onda
intensidad, tanto de excitacién como

nm respectivamente.

s en la figura V.3, de los
» de trabajo, para la maxima

de emisidn que son 280 y 336
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FIGURA V.3.-Espectros de excitacidén y emsisidén del ANA fijado sobre QAE.
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IIL.-OPTIMIZACION DE VARIABLES.

Para establecer la posibilidad de la determinacién de ANA
en muestras reales, estudiamos la influencia que ejercen las
distintas variables quimicas como son la acidez del medio, posi-
ble empleo de disolucidén reguladora, fuerza idénica, estabilidad
de los analitos, temperatura y porcentaje de etanol sobre la

intensidad relativa de fluorescencia.

ITI.1.-ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD DEL ANA FIJADA SOBRE RESINA QAE.
Para estudiar la influencia del tiempo sobre la intensidad

de fluorescencia del ANA fijado sobre QAE se ha seguido el proce-

dimiento que se describe a continuacién:

Se prepard una disolucidén de ANA de concentracién 3.0 pg.L"

en un volumen final de 500 mL, pipeteando 1.50 mL de una disolu-
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cién patrén de ANA de 1 mg.L' en etanol absoluto. La disolucién
se trasfirid® a un fraéco de vidrio de 1000 mL y se adicionaron
100 mg de resina QAE. Después de agitar durante 10 minutos, se
filtrd la disolucién. A continuacién, con la ayuda de un gotero,
se llend la cubeta y se procedidé a registrar los espectros de
emisién periodicamente con las siguientes condiciones operato-
rias: A, = 280 nm y rendijas de excitacién y emisidén de 15 y 5
nnm respectivamente. Se midié la variacién de la intensidad de

fluorescencia con el tiempo con A\, = 336 nmn.

Los resultados obtenidos se recogen en la tabla V.2.

TABLA V.2.-Estabilidad del ANA fijado sobre QAE.

Tiempo IRF
(minutos)
0 427.10
1 427.10
2.5 427.10
5 427.10
10 427.10
15 427.94
60 427.41
120 383.62
180 371.49

De los resultados obtenidos podemos afirmar que el sistema
es estable, permaneciendo constante la intensidad de fluorescen-
cia relativa del sistema durante al menos una hora. A partir de
dicho tiempo se produce una lenta disminucién que al cabo de 3
horas llega a ser de un 13%.

ITI.2.-INFLUENCIA DEL PH SOBRE EL ANA FiJADA SOBRE QAE.
Para estudiar la posible influencia que pueda ejercer 1la
acidez del medio sobre la intensidad de fluorescencia del ANA

fijada sobre QAE, se realizé la siguiente experiencia:

Se prepararon once disoluciones de ANA de concentracién 3.0
pg.L' pipeteando 1.5 mL de la disolucién patrén de 1 mg.L' en
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etanol absoluto, en matraces de 500 mL y tras anadir agua desio-
nizada hasta practicamente el enrase, se ajusto el pH de forma
aproximada afiadiendo &cido clorhidrico o hidréxido sédico de
distintas concentraciones segin procediera completandose por
Gltimo al volumen final de 500 mL. A continuacién, dichas disolu-
ciones fueron transferidas a botellas de vidrio de 1000 mL y se

afiadieron 100 mg de resina.

Se prepararon asi mismo, los blancos correspondientes que
fueron sometidos al mismo tratamiento que las muestras. Tras
agitar las disoluciones durante 10 minutos, se filtraron. Con
ayuda de un gotero se 1llend la cubeta y, una vez medido el pH del
filtrado, se registraron los espectros de emisién y excitacidn
(para observar posibles desplazamientos en las longitudes de onda
correspondientes) en las siguientes condiciones: A, = 280 nm, A,
= 336 nm y rendijas de excitacidén y emisién de 15 y 5 nm respec-
tivamente.

Los resultados obtenidos, una vez restado el blanco, se
recogen en la tabla V.3 y se muestran de forma grafica en la

figura V.4.

TABLA V.3.~Influencia del pH del ANA fijada sobre QAE.

IRF

ko]
o]

21.32
59.64
248.18
425.91
424.18
426.91
425.11
273.11
248.10
68.18
42.70

« s e
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FIGURA V.4.-Influencia del pH sobre la emisién de fluorescencia del ANA
fijada sobre QAE.
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De la observacién de la tabla V.3 y figura V.4 podemos afir-
mar que el sistema ANA/QAE-A-25 muestra la maxima intensidad de
fluorescencia en el intervalo de pH comprendido entre 5 y 8. Las
longitudes de onda de excitacién y emisién permanecen constante
en este intervalo de pH.

Este comportamiento es similar al mostrado por el analito
en disolucién.

III.3.-INFLUENCIA DEL VOLUMEN DE TAMPON SOBRE EL ANA FIJADO SOBRE
RESINA QAE.

Debido a la conveniencia de tamponar, se ha seleccionado el
sistema KH,PO,/KHPO, 0.2 M a pH 7 como el mas adecuado ya gue no
ejerce ninguna influencia sobre la intensidad relativa de fluo-
rescencia del sistema respecto a cuando se emplea HCl o NaOH para
fijar el pH. Hemos estudiamos el efecto de dicho tampon sobre el
sistema. Para ello se prepararon siete disoluciones de ANA de
concentracién 3.0 pg.L' pipeteando 1.5 mL de la disolucién patrén

de 1 mg.L"' en etanol absoluto, en matraces de 500 mL, tras afadir
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volimenes crecientes del tampon KH,PO,/K.HPO, 0.2 M a pH=7 se com-
pletd por dltimo al volumen final de 500 mL. A continuacién,
dichas disoluciones fueron transferidas a botellas de vidrio de

1000 mL y se afladieron 100 mg de resina.

Se prepararon asli mismo, los blancos correspondientes que
fueron sometidos al mismo tratamiento gue las muestras. Tras
agitar las disoluciones durante 10 minutos, se filtraron. Con
ayuda de un gotero se llend la cubeta y, una vez medido el pH del
filtrado, se registraron los espectros de emisién en las siguien-
tes condiciones: A, = 280 nm y rendijas de excitacién y emisién
de 15 y 5 nm respectivamente. Por Gltimo se midié la intensidad
relativa de fluoescencia a A, = 336 nm.

Los resultados obtenidos, una vez restado el blanco, se
recogen en la tabla V.4.

TABLA V.4.-Influencia del volumen de tampon sobre el sistema.

Tampon PH IRF

(mL)

0 4.8 426.34
0.1 6.4 340.41
0.2 6.7 323.00
0.5 7.0 319.05
1.0 7.0 315.01
2.5 7.1 234.66
5.0 7.1 132.06

De los resultados observamos que hay influencia del tampon
sobre el sistema, al aumentar el volumen de tampon disminuye 1la
intensidad de fluorescencia hasta un 69% para 5 mL de tampon 0.2
M. Debido a la necesidad de tamponar seleccionamos como volumen
adecuado 5 mL ya que dicho volumen nos aseguraba el pH.

También fueron estudiados los tampones AcH/AcNa y H;BO,/Na,
CO,, mostrando un comportamiento parecido, disminuia la intensi-

dad de fluorescencia al aumentar el volumen de tampon. Seleccio-
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namos el tampon de fosfatos para nuestro trabajo porque mostraba
mejor comportamiento.

III.4.-INFLUENCIA DE LA FUERZA IONICA SOBRE EL SISTEMA.

Se ha realizado el estudio de la influencia que la fuer-
za idénica del medio, fijada con NaCl, ejerce sobre la emisién de
fluorescencia del ANA, con vistas a la posterior aplicacidn a
muestras de agua.

Se prepararon una serie de disoluciones de ANA de concentra-
cidén 3.0 pg.L' pipeteando 1.50 mL de la disolucién patrén de 1
mg.L' en etanol absoluto, en matraces de 500 mL, se afadid con-
centraciones comprendidas entre 0.0005 y 0.01 M por pesada di-
recta de la cantidad correpondiente de NaCl. Se completd por
Gltimo al volumen final de 500 mL. A continuacién, dichas disolu-
ciones fueron transferidas a botellas de vidrio de 1000 mL y se
afladieron 100 mg de resina.

Se prepararon asi mismo, los blancos correspondientes que
fueron sometidos al mismo tratamiento que las muestras. Tras
agitar las disoluciones durante 10 minutos, se filtraron. Con
ayuda de un gotero se llend la cubeta y se registraron los espec-
tros de emisién y se midié la intensidad relativa de fluorescen-
cia en las siguientes condiciones: A\, = 280 nm, A\, = 336 nm y

eXC cm

rendijas de excitacidén y emisién de 15 y 5 nm respectivamente.

Los resultados obtenidos, una vez restado el blanco, se
recogen en la tabla V.5.

TABLA V.5.-Influencia de la fuerza iénica sobre el ANA fijada sobre QAE.

[NaCl) IRF
10°M
0.0 425.61
0.5 280.91
1.0 216.45
2.0 131.75
8.0 51.41
10.0 42,50




246 CAPITULO V

De los resultados de la tabla V.5 observamos que la fuerza
iénica influye sobre el sistema, disminuyendo la intensidad de

fluorescencia.

III.5.-INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA SOBRE EL ANA FIJADO SOBRE
SEPHADEX QAE-A-25.

Para realizar dicho estudio, se prepard una disolucidn de
ANA de concentracién 3.0 ug.L' pipeteando 1.5 mL de la disolucidn
patrdén de 1 mg.L' en etanol absoluto, en un matraz de 500 mL, se
afiadid 5 mL del tampon KH.PO,/KHPO, 0.2 M a pH=7 y se completd por
Gltimo al volumen final de 500 mL. A continuacién, dicha disolu-
cién fue transferida a una botella de vidrio de 1000 mL y se
afiadid® 100 mg de resina.

Se prepararon asi mismo, el blanco correspondiente que fue
sometido al mismo tratamiento que la muestra. Tras agitar la
disolucidén durante 10 minutos, se filtrdé. Con ayuda de un gotero
se llend la cubeta y se registraron los espectros de emisién y
se mididé la intensidad de fluorescencia relativa a temperaturas
crecientes hasta 60 °C, en las siguientes condiciones: A, = 280
nm, A, = 336 nm y rendijas de excitacién y emisién de 15 y 5 nm
respectivamente. Del mismo modo se opero durante el proceso de
enfriamiento del sistemna.

Los resultados obtenidos, una vez restado el blanco, se

recogen en la tabla V.6 y figura V.5.
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TABLA V.6.~Influencia de la temperatura sobre la intensidad de fluorescen

cia del sistema.

Calentamiento Enfriamiento
T2 (°C) IRF Ta (°C) IRF
10.0 161.95 60.0 121.85
15.0 160.99 55.0 123.85
17.5 157.11 50.0 126.10
20.0 154.80 45.0 128.02
22.5 153.39 40.0 131.44
25.0 150.73 30.0 136.00
27.5 148.25 25.0 140.24
30.0 145.67 20.0 144.98
32.5 143.49 15.0 150.21
35.5 142.54 10.0 157.18
37.5 140.07
40.0 136.95
45.0 133.30
50.0 128.53
55.0 126.43
60.0 121.83

FIGURA V.5.-Influencia de la temperatura.
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Como puede observarse en la figura V.5,
fluorescencia disminuye al aumentar la temperatura,
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se ha comprobado que se obtienen practicamente los mismos valores

para la intensidad de fluorescencia al enfriar el sistema previa-

mente calentado, lo que indica que se trata de un proceso rever-
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sible. No obstante esta dependencia de la intensidad de fluores-
cencia con la temperatura nos obliga a fijar su valor, se ha
elegido como temperatura de trabajo 20.0 * 0.5 °C, prdoxima a la
temperatura ambiente y facil de conseguir mediante el empleo de
un termostato.

III.6.-INFLUENCIA DEL CONTENIDO EN ETANOL.

Teniendo en cuenta que las disoluciones acuosas de ANA van
a contener un cierto volumen de etanol proveniente de la disolu-
cidén patrdén, vamos a estudiar la influencia que éste puede ejer-
cer sobre la intensidad de fluorescencia del ANA fijado en QAE.
Se prepararon para tal fin una serie de disoluciones que conte-
nian en 500 mL una concentracidén fija de ANA e igual a 3.0
pg.L', 5 mL del tampon KH.PO,/KHPO, 0.2 M a pH=7 y porcentajes
crecientes de etanol. Se prepararon asi mismo los blancos corres-
pondientes y tras operar igual que se indica en las experiencias
anteriores, se midieron las intensidades de fluorescencia en las
condiciones de trabajo habituales, observadndose en la tabla V.7

los porcentajes de variacidn correspondientes.

TABLA V.7.~Influencia del contenido en etanol.

% Etanol IRF % Variacién
0.01 128.12 -——
0.05 127.08 0.81
0.10 126.54 1.23
0.30 126.88 0.97
0.50 126.34 1.39
0.70 125.79 1.82
1.00 126.48 1.28
1.50 126.07 1.60

De los resultados de la tabla V.7 observamos que no influye
el porcentaje de etanol sobre la intensidad relativa de fluores-
cencia del ANA fijado sobre resina Sephadex QAE-A-25.
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III.7.-TIEMPO DE EQUILIBRACION DE LA RESINA.

Para establecer la influencia que el tiempo de agitacién del
sistema en estudio en la botella de vidrio ejerce sobre la inten-
sidad de fluorescencia del mismo se preparardn una serie de diso-
luciones de ANA de concentracién 3.0 ug.L' pipeteando 1.50 mL de
la disolucidén patrén de 1 mg.L' en etanol absoluto, en matraces
de 500 mL, se afiadié 5.0 mL del tampon KH,PO,/K.HPO, 0.2 M a pH=7
Yy se completd por Gltimo al volumen final de 500 mL. A continua-
cidén, dicha disolucidn fue transferida a una botella de vidrio
de 1000 mL y se afiadidé 100 mg de resina.

Se prepararon asi mismo, los blancos correspondientes que
fueron sometidos al mismo tratamiento que la muestra. Tras agitar
durante periodos de tiempo crecientes a 60 r.p.m., se filtraron.
Con ayuda de un gotero se 1llend la cubeta. Se registraron 1los
espectros de emisidén y se midié la intensidad de fluorescencia
en las siguientes condiciones: A, = 280 nm, A\, = 336 nm y ren-
dijas de excitacidén y emisién de 15 y 5 nm respectivamente.

Los resultados obtenidos se recogen en la tabla V.8 y en 1la
figura Vv.6.

TABLA V.8.-Tiempo de equilibracién de la resina.

Tiempo IRF
(minutos)

2.5 87.47
5.0 95.73
10.0 124.40
15.0 120.66
20.0 118.81
30.0 115.18
60.0 111.62




250 CAPITULO V

FIGURA V.6.-Tiempo de equilibracién de la resina.
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Como puede observarse en la figura V.6, la intensidad de
fluorescencia aumenta inicialmente al aumentar el tiempo de agi-
tacidén, hasta alcanzar un valor mdximo a los diez minutos, a
partir del cual hay un ligero descenso en la intensidad de fluo-
rescencia permaneciendo practicamente constante a partir de los
quince minutos. Para sucesivas experiencias se eligid como tiempo

de equilibracién de la resina el de 10 minutos.
III.8.-VELOCIDAD DE AGITACION.

Esta experiencia tiene por objeto determinar la velocidad
6ptima de agitacidén de la disolucidn en presencia de la resina,
una vez transferidas ambas a las botellas de vidrio. Para ello
se opera igual que en la experiencia anterior, manteniendo un
tiempo de agitacidén constante de 10 minutos para todas las mues-
tras, aunque operando a velocidades crecientes, seglin se indica
en la tabla V.9. Los resultados de dicha experiencia estan re-

presentados en la figura V.7.
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TABLA V.9.-Velocidad de agitacidn.

Velocidad IRF

r.p.m.

10 101.25
20 112.62
40 118.45
60 126.11
80 127.64
96 125.61

FIGURA V.7.-Influencia de la velocidad de agitacidn.
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Esta experiencia indica que la intensidad de fluorescencia
se estabiliza a partir de una velocidad de 60 r.p.m., siendo ésta
por tanto, la que usaremos a partir de ahora en experiencias
posteriores.

III.9.~-INFLUENCIA DE LA CANTIDAD DE RESINA.

La experiencia se llevd a cabo preparando una serie de diso-
luciones a las que se afiadieron cantidades crecientes de resina.
Estas disoluciones contenian, en un volumen de 500 mL, una con-

centracién de ANA de 3.0 pg.L'. Una vez transferidas a sus res-
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pectivas botellas de vidrio de 1 L de capacidad, se ahadieron
cantidades crecientes de resina Sephadex QAE-A-25, y tras agitar
durante 10 minutos a 60 r.p.m., se filtraron las disoluciones y
la resina se empaquetd en la cubeta de 1 mm de espesor. Se regis-
traron los espectros de emisidén y se mididé la intensidad de fluo-
rescencia en las condiciones de trabajo habituales, restandose
posteriormente la contribucién del blanco. Los resultados obteni-
dos se recogen en la tabla V.10 y se representan en la figura

v.8.

TABLA V.1l0.-Cantidad de resina.

Cantidad de resina IRF
(mg)
100 128.78
150 93.44
200 72.96
250 66.56

FIGURA V.8.-Influencia de la cantidad de resina.
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Puede observarse, en la figura V.8, que al aumentar la can-
tidad de resina afiadida, disminuye la intensidad de fluorescen-
cia. Como consecuencia, la cantidad de resina a utilizar debe ser
la minima posible. Este valor viene limitado por la cantidad
minima necesaria para llenar la cubeta, que en nuestro caso con-
creto se fijdé en 100 mg.

III.10.-INFLUENCIA DEL VOLUMEN DE AGITACION.

Los métodos de espectrometria en fase sélida, al igual que
ocurre en cualquier método de equilibrio heterogéneo, presentan
una caracteristica singular: su sensibilidad y limite de detec-
cién es funcidén del volumen de problema empleado. Todo ello seré
verdad siempre que la razdén de distribucidn presente un valor
suficientemente alto.

Como consecuencia de esta caracteristica, se podran poner
a punto métodos de acuerdo con las necesidades del problema a
resolver. Si la concentracidén de analito en un problema concreto
es pequefa, un aumento del volumen de muestra a tratar podra

permitirnos, dentro de ciertos limites, resolver su analisis.

Para estimar en la practica el aumento de sensibilidad que
se logra para un sistema dado, se estudia la sefhal analitica,
IRF, que origina la equilibracién de volumenes crecientes de

analito de la misma concentracién y con la misma masa de resina.

Al objeto de conocer como influye el volumen de disolucién
a tomar sobre la intensidad de fluorescencia, se prepararon una
serie de disoluciones que en volamenes finales, comprendidos
entre 100 y 1500 mL, contenian cantidades crecientes de disolu-
cién patrdén de ANA de 1 mg.L', de tal forma que la concentracién
final después de enrasar con agua desionizada, fuese siempre
igual a 3.0 ug.L'. Se transfirieron seguidamente a botellas de
vidrio de 1 o 2 L de capacidad, segin el volumen de trabajo, y

se afiadidé en cada caso 100 mg de resina. Tras agitar el conjunto
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durante 10 minutos a 60 r.p.m., se filtraron, se llend la cubeta
y se procedid a registrar los espectros de emisidén y a la medida

de la intensidad de fluorescencia en las condiciones de trabajo

habituales.

Los resultados obtenidos,

de disolucibén patron, se recogen en la tabla V.11l y se represen-

tan graficamente en la figura V.9.

asi como los volimenes afadidos

TABLA V.1ll.-Influencia del volumen de agitacidn.

Vol. final Vol. patron IRF
(mL) (mL)
100 0.30 30.42
250 0.75 74.78
500 1.50 126.75
1000 3.00 130.55
1500 4.50 131.82

FIGURA V.9.-Influencia del volumen de agitaciédn.
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La figura V.9 pone de manifiesto un incremento de la sefal
de fluorescencia con el volumen final de muestra hasta hacerse
practicamente independiente del mismo para valores superiores a
500 mL. Por tanto se puede concluir que el volumen dptimo de
trabajo es en nuestro caso de 500 mL pues es el que nos va a
permitir obtener una mayor sensibilidad sin un aumento excesivo
de volumen que dificultaria en andlisis.

III.11.-RESUMEN DE LA OPTIMIZACION DE VARIABLES PARA EL ANA FIJA-
DO SOBRE SEPHADEX QAE-A-25.

En la tabla V.12 se resumen los valores éptimos encontrados
en las experiencias anteriores y que a partir de ahora van a ser

utilizados en todas y cada una de las determinaciones a realizar.
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TABLA V.12.-Resumen de la optimizacidn de variables.

Variable

Valor optimo

Longitudes de onda de excitacién
y emisidn

Rendijas de excitacidén y emisidn
Estabilidad

PH

Tampon

Fuerza ibnica

Temperatura

Contenido en etanol

Tiempo de agitacidn

Velocidad de agitacién

Cantidad de resina

Volumen de agitacidn

280/336 nm

15/5 nm

1 hora

7

5 mL KH,PO,/K.HPO, 0.2 M
Afecta

20.0%0.5 °C

No afecta

10 minutos

60 r.p.m.

100 mg

500 mL

IV.-CALIBRADO Y PARAMETROS DE CALIDAD DEL METODO
ANALITICO.

IV.1.-RECTAS DE CALIBRADO.

Como ya se ha indicado en un estudio anterior, una de las
ventajas que posee la espectrofluorimetria en fase sdlida es la
posibilidad de incrementar la sensibilidad y reducir el limite
de deteccidén de un método concreto aumentando el volumen de diso-
lucidén empleado. En principio, la magnitud de este volumen se
encuentra limitada por el hecho de que su valor sea operativo
desde el punto de vista practico (0.5-10 L) y que el equilibrio
en el proceso de fijacién sea favorable, como hemos visto en

apartados anteriores.
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Por todo ello hemos obtenido curvas de calibrado para dife-
rentes volumenes de disolucidn: 100, 250, 500 y 1000 mL, en las

‘condiciones operatorias establecidas anteriormente.
IV.l.1.-Recta de calibrado para un volumen de 100 mL.

Se prepard una serie de disoluciones de ANA de concentracién
creciente entre 10 y 100 ug.l' pipeteando de 1 a 10 mL de la di-
solucidn patrén de 1 mg.L' en etanol absoluto, en matraces de 100
mL, se afadié 1 mL del tampon KH,PO,/K.HPO, 0.2 M a pH=7 y se com-
pletd por dltimo al volumen final de 100 mL. A continuacién,
dichas disoluciones fueron transferidas a botellas de vidrio de

1000 mL y se afadidé 100 mg de resina.

Se prepararon asi mismo, el blanco correspondiente que fue
sometido al mismo tratamiento qgue la muestra. Tras agitar 10
minutos a 60 r.p.m., se filtraron. Con ayuda de un gotero se
llend la cubeta. Se registraron los espectros de emisién y se
midié la intensidad de fluorescencia en las siguientes condicio-
nes: A, = 280 nm, A, = 336 nm y rendijas de excitacién y emisién
de 15 y 5 nm respectivamente.

Se realizaron dos réplicas para cada concentracién.
Los resultados obtenidos, una vez restado el blanco, se
recogen en la tabla V.13 y en la figura V.10.

TABLA V.13.~Recta de calibrado para un volumen de 100 mL.

ANA IRF

Hg.L'
0 3.72 -2.10
10 87.57 90.89
20 174.11  177.89
30 259.37  264.15
40 351.93  347.10
50 435.32  440.15
60 527.77 524.82
70 609.91  613.20
80 699.58 704.05
90 739.11  735.10
100 877.94 873.61
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FIGURA V.10.-Recta de calibrado para un volumen de 100 mL.
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Como podemos observar en la figura anterior, al incluir las
dos Gltimas concentraciones en el calibrado tenemos curvatura,
por lo que se eliminan, con lo cual obtenemos un buen ajuste al

modelo de regresidén lineal (p=95.1%).
En la tabla V.14 se resumen los parametros estadisticos.

TABLA V.1l4.-Pardmetros estadisticos.

Parametro Valor

n 18

m 2

Siie 2.52
a 0.69
s, 1.09
b 8.75
S, 0.02
DSR(b) 0.26%
Lack of fit 95.15%
R? 99.99%
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IV.1.2.-Recta de calibrado para un volumen de 250 mL.

Se prepard una serie de disoluciones de ANA de concentracidn
creciente entre 5 y 40 ug.l' pipeteando de 0.25 a 2.00 mL de la
disolucidn patrén de 5 mg.L' en etanol absoluto, en matraces de
250 mL, se afiadié 2.5 mL del tampon KH,PO,/KHPO, 0.2 M a pH=7 y se
completd por Gltimo al volumen final de 250 mL. A continuacién,
dichas disoluciones fueron transferidas a botellas de vidrio de

1000 mL y se afiadié 100 mg de resina.

Se prepararon asi mismo, el blanco correspondiente que fue
sometido al mismo tratamiento que la muestra. Tras agitar 10
minutos a 60 r.p.m., se filtraron. Con ayuda de un gotero se
llend la cubeta y se registraron los espectros de emisién y se
mididé la intensidad de fluorescencia en las siguientes condicio-
nes: A, = 280 nm, A\, = 336 nm y rendijas de excitacién y emisién
de 15 y 5 nm respectivamente.

Se realizaron dos réplicas para cada concentracién.
Los resultados obtenidos, una vez restado el blanco, se

recogen en la tabla V.15 y en la figura V.11.

TABLA V.15.-Recta de calibrado para un volumen de 250 mL.

ANA IRF

Hg.L"
0 2.70 0.71
5 119.11 124.78
10 246.71  240.05
15 360.13  367.10
20 482.20 487.31
25 604.15 610.05
30 725.31  730.67
35 845.24 852.13
40 889.45 885.15
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FIGURA V.1ll.-Recta de calibrado para un volumen de 250 mL.
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45

en la figura anterior, al incluir la

por lo

con lo cual obtenemos un buen ajuste al modelo

En la tabla V.16 se resumen los parametros estadisticos.

TABLA V.16.-Parédmetros estadisticos.

Parametro

Valor

S,

DSR(b)

Lack of fit
RZ

16
2
3.13
1.09
1.43
24.22
0.07
0.29%
99.96%
99.99%

IV.1.3.-Recta de calibrado para

un volumen de 500 mL.

Se prepard una serie de disoluciones de ANA de concentracién

creciente entre 3 y 21 ug.l"' pipeteando de 0.3 a 2.1 mL de la di-
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solucién patrén de 5 mg.L' en etanol absoluto, en matraces de 500
mL, se afiadié 5 mL del tampon KH.PO,/KHPO, 0.2 M a pH=7 y se com-
pletd por dltimo al volumen final de 500 mL. A continuacién,
dichas disoluciones fueron transferidas a botellas de vidrio de
1000 mL y se ahadidé 100 mg de resina.

Se prepararon asi mismo, el blanco correspondiente que fue
sometido al mismo tratamiento que la muestra. Tras agitar 10
minutos a 60 r.p.m., se filtraron. Con ayuda de un gotero se
llend la cubeta. Se registraron los espectros de emisién y se
mididé la intensidad de fluorescencia en las siguientes condicio-
nes: A, = 280 nm, A, = 336 nm y rendijas de excitacién y emisién
de 15 y 5 nm respectivamente.

Se realizaron dos réplicas para cada concentracidn.
Los resultados obtenidos, una vez restado el blanco, se

recogen en la tabla V.17 y en la figura V.12.

TABLA V.17.-Recta de calibrado para un volumen de 500 mL.

ANA IRF
Mg.L!

0.0 * 0.80 8.00
3.0 122.64  129.14
6.0 249.89  256.11
9.0 374.52  381.89
12.0 508.34 501.05
15.0 628.99  635.22
18.0 760.54  753.30
21.0 783.44 801.15




262 CAPITULO V

FIGURA V.12.-Recta de calibrado para un volumen de 500 mL.
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Como podemos observar en la figura V.12, al incluir la Glti-
ma concentracién en el calibrado tenemos curvatura, por lo que
se elimina, con lo cual obtenemos un buen ajuste al modelo de
regresidén lineal (p=94.61%).

En la tabla V.18 se resumen los parametros estadisticos.

TABLA V.18.~Parédmetros estadisticos.

Parametro Valor

n 14

m 2

Siee 3.99

a 1.99

s, 1.92

b 41.92

S, 0.18

DSR(b) 0.43%
Lack of fit 94.61%
R? 99.98%

IV.1.4.-Recta de calibrado para un volumen de 1000 mL.

Se prepard una serie de disoluciones de ANA de concentraciédn

creciente entre 1 y 10 pg.l"' pipeteando de 0.5 a 5.0 mL de la di-
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solucidén patrén de 1 mg.L' en etanol absoluto, en matraces de
1000 mL, se afiadié 10 mL del tampon KH,PO,/K.HPO, 0.2 M a pH=7 y se
'completé por Gltimo al volumen final de 1000 mL. A continuacién,
dichas disoluciones fueron transferidas a botellas de vidrio de
1000 mL y se afiadidé 100 mg de resina.

Se prepararon asi mismo, el blanco correspondiente que fue
sometido al mismo tratamiento que la muestra. Tras agitar 10
minutos a 60 r.p.m., se filtraron. Con ayuda de un gotero se
llend la cubeta y se registraron los espectros de emisién y se
mididé la intensidad de fluorescencia en las siguientes condicio-
nes: A, = 280 nm, A, = 336 nm y rendijas de excitacidén y emisién
de 15 y 5 nm respectivamente.

Se realizaron dos réplicas para cada concentracién.
Los resultados obtenidos, una vez restado el blanco, se

recogen en la tabla V.19 y en la figura V.13.

TABLA V.19.~Recta de calibrado para un volumen de 1000 mL.

ANA IRF

Hg.L"
0.0 0.90 2.11
1.0 40.45 40.98
2. 76.87 81.23
3. 119.92  115.11
4. 152.13  157.08
5 195.25  190.71

273.10 269.05
286.33 281.07
295.23 300.10

0]
0
0
.0 .
.0 230.27 233.15
0
0
o
0 308.10 310.13
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FIGURA V.13.-Recta de calibrado para un volumen de 1000 mL.

500

400

300

IRF

200+

100+

0

0

4

[

ppb

Como podemos observar en la figura V.13, al incluir las tres

Gltimas concentraciones en el calibrado tenemos curvatura, por

lo que se eliminan, con lo cual obtenemos un buen ajuste al mode-

lo de regresidn lineal (p=99.2%).

En la tabla V.20 se resumen los parametros estadisticos.

TABLA V.20.-Parametros estadisticos.

Parametro Valor

n 16

m 2

Sige 2.10

a 1.94

s, 0.96

b 38.34

S, 0.23

DSR(b) 0.60%
Lack of fit 99.20%
R? 99.95%
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IV.2.-PARAMETROS DE CALIDAD.

Se han establecido para el método propuesto los parametros
de calidad rango dindmico lineal, linealidad, sensibilidad anali-
tica, precisién, limite de deteccidn y limite de cuantificacién
indicados en capitulos anteriores y ademds hemos incluido el
estudio de la robustez.

ROBUSTEZ

La robustez de un procedimiento analitico es la medida de
la capacidad de dicho procedimiento para producir resultados
exactos en presencia de pequefios cambios de las variables experi-
mentales [70].

Hemos utilizado para llevar a cabo el estudio de la robustez
un disefio 277-4 centrado con 2 réplicas del punto central (épti-
mo) que se lleva a cabo con 7 variables y requiere un total de
8 experiencias més los valores del punto central que utilizamos
los obtenidos en el calibrado. Elegimos como concentracidn de ANA
a ensayar el valor de 1.5 ug.L"'.

Hemos elegido una variacidén de 5% sobre el valor optimizado
de 5 variables experimentales: pH, cantidad de resina, tiempo de
equilibracién, velocidad de agitacién y temperatura; y un 10%
sobre el volumen de tampon. Por Gltimo hemos afiadido una variable

fantasma para evaluar el error de repetibilidad.

En la tabla V.21 se indican las variables ensayadas, asi
como los valores que toma cada una, mientras que en la tabla V.22
se muestra la estructura del disefio factorial utilizado para el
estudio de la robustez.
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TABLA V.2l.-Variables ensayadas para determinar la robustez.

=1}
Variable Valor inferior Valor superior
pPH 6.65 7.35
Cantidad de resina 95 mg 105 mg
Tiempo de agitacidn 9.5 min 10.5 min
Velocidad de agitacién 57 r.p.m. 63 r.p.m.
Temperatura 19 °C 21 °C
Volumen de tampon 0.45 mL 0.55 mL
Fantasma ———— -——

TABLA V.22.-Disefio factorial utilizado para estudiar la robustez.

Ne Variables
Exp.
pH Resina | Tiempo | Veloc. °C Tampon | Fantasma IRF
agit. agit.
1 -1 -1 -1 1 1 -1 1 F,
2 1 -1 -1 -1 -1 1 1 F,
3 -1 1 -1 -1 1 1 -1 F,
4 1 1 -1 1 -1 -1 -1 F,
5 -1 -1 1 1 -1 1 -1 F,
6 1 -1 1 -1 1 -1 -1 F
7 -1 1 1 -1 -1 -1 1 F,
8 1 1 1 1 1 1 1 F,

Para llevar a cabo la experiencia se prepararon 8 matraces
de 500 mL en los gque se anadio 5 ug.L' y se aplicdé el procedi-
miento operatorio teniendo en cuenta las condiciones para cada
variable en cada experiencia. En la tabla V.23 se indican dichas
condiciones en cada experimento asi como los valores de la inten-
sidad de fluorescencia obtenido en cada caso junto a las dos
réplicas del punto central obtenidas a partir de la experiencia
realizada para establecer el calibrado.
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TABLA V.23.-Condiciones para cada experimento.

N¢ Variables
Exp.
pH Resina | Tiempo | Veloc. °C Tampon | Fantasma IRF
mg Agit. agit.
(min) r.p.m
1 6.65 95 9.5 63 21 0.45 1 202.6
2 7.35 95 9.5 57 19 0.55 1 254.3
3 6.65 105 9.5 57 21 0.55 -1 179.5
4 7.35 105 9.5 63 19 0.45 -1 229.9
5 6.65 95 10.5 63 19 0.55 -1 224.1
6 7.35 95 10.5 57 21 0.45 -1 193.9
7 6.65 105 10.5 57 1% 0.45 1 237.1
8 7.35 105 10.5 63 21 0.55 1 192.5
9 7.00 100 10.0 60 20 0.50 0 211.9
10 7.00 100 10.0 60 20 0.50 0 202.5

Los resultados obtenidos se trataron estadisticamente me-
diante STATGRAPHICS.

En primer lugar se comprobd en la tabla ANOVA correspondien-
te que la variable "fantasma" no produce un efecto significativo
(p=12%) por lo que podemos eliminar el cdlculo de este efecto y
utilizar estos datos para calcular el error experimental mientras
que las réplicas del punto central las usaremos para evaluar la
curvatura del modelo.

En la tabla V.24 se indican los p-valores del correspondien-
te F-test calculados para los efectos de las distintas variables,

incluyendo la variable fantasma introducida en la experiencia.

Una vez eliminados los efectos de la variable fantasma, se
procedié a realizar un nuevo ANOVA (tabla V.25) donde podemos
comprobar gque, en estas condiciones, todos los efectos no son
significativos excepto la temperatura y ademds no existe curvatu-
ra.
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TABLA V.24
Variables G.L F(exp) P-valor
pH 1 1.51 0.344
Resina mg 1 2.62 0.247
Tiempo agit. 1 0.71 0.497
Veloc. agit. 1 0.51 0.557
Temperatura 1 63.32 0.015
Fantasma 1 7.03 0.118
Tampon mL 1 0.34 0.625
Error 2
TABLA V.25
Variables G.L F(exp) P-valor

pH 1 2.11 0.378
Resina mg 1 3.66 0.302
Tiempo agit. 1 0.99 0.510
Veloc. agit. 1 0.71 0.562
Temperatura 1 88.51 0.066
Tampon mL 1 0.47 0.622
Curvatura 2 5.81 0.277
Error 2

En la tabla V.26 se indican los efectos estimados para cada

variable experimental.

TABLA V.26

Variable Efecto

Media 212.83 % 4.312
PH 6.83 £ 9.643
Resina mg -8.99 + 9.643
Tiempo agit. -4.67 * 9.643
Veloc. agit. -3.95 * 9.643
Temperatura -44.22 + 9.643
Tampon mL -3.24 * 9.643

t=3.182

En la figura V.14 se representa,

barras,

mediante un diagrama de

el valor relativo de los efectos (cédlculado dividiendo

cada efecto por el valor medio y multiplicandolo por el valor t)

que causa la modificacidén estudiada de cada variable,

asi como
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el nivel del error experimental. Se comprueba que el efecto debi-
do a la modificacidén de la temperatura es mayor gue el error
experimental, lo que indica que el control de esta variable es
critico ya que variaciones del *5% sobre la temperatura provoca
un error sistemdtico en la medida de la sefial de fluorescencia
mayor que el propio error experimental.

En cambio el método analitico propuesto es robusto para una
modificacién del #5% sobre el pH, la cantidad de resina, tiempo
de equilibracién de la resina, velocidad de agitacién y para una
modificacién del 110% sobre el volumen de tampon.

FIGURA V.14.

g e

6581

1344

Efectos realtivos (%)

=50

pH Resina  Tiempo Veloc Temp Tampon

Variables experimentales
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LIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE CUANTIFICACION.

Para la determinacién del limite de deteccidn y de cuantifi-
cacidn se realizd un estudio estadistico de la senal del blanco
para lo cual se prepard cuatro series con 10 matraces cada uno
de 100, 250, 500 y 1000 mL, en los cuales se afhadié 1, 2.50, 5
y 10 mL del tampon KH,PO,/KHPO, 0.2 M a pH=7, respectivamente y se
completd por dltimo al volumen final. A continuacién, dicha diso-
luciones fueron transferidas a botellas de vidrio de 1000 mL y

se afiadidé 100 mg de resina a cada una.

, Tras agitar 10 minutos a 60 r.p.m., se filtraron. Con ayuda
de un gotero se llend la cubeta y se registraron los espectros-
de emisidén y se midié la intensidad de fluorescencia en las si-
guientes condiciones: A, = 280 nm, A, = 336 nm y rendijas de

excitacidn y emisidén de 15 y 5 nm respectivamente.
Los resultados obtenidos se recogen en la tabla V.27

TABLA V.27.-Limites de deteccidn y cuantificacién.

Muestra IRF IRF IRF IRF
(100 mL) (250 mL) (500 mL) (1000 mL)
1 105.52 115.51 172.45 118.54
2 109.07 116.36 173.62 118.82
3 107.29 115.88 172.92 117.28
4 109.82 116.99 171.52 119.73
5 107.98 114.93 168.98 117.47
6 105.00 117.20 172.24 119.0°9
7 106.83 117.88 169.75 117.54
8 106.11 115.70 170.59 119.58
S 107.93 117.26 172.14 120.51
10 110.38 116.58 172.73 119.99
IRF, .. 107.59 116.43 171.79 118.85
Oy 1.80 0.92 1.30 1.13
C. (ng.L") 0.62 0.11 0.09 0.09
Cy (ug.L") 2.06 0.40 0.30 0.30
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OTROS PARAMETROS DE CALIDAD.

En la tabla V.28 se recogen los pardmetros analiticos para
los distintos volamenes en estudio.

TABLA V.28.-Parametros analiticos.

Parametro 100 mL 250 mL 500 mL 1000 mL
Rango dinamico 2.06-80.0 0.4-35.0 0.3-18.0 0.30-7.0
lineal (ug.L')

Linealidad (%)* 99.74 99.72 99.58 99.40
Sensibilidad 0.288 0.129 0.095 0.055
analitica *

(Hg.L")

Precisién (%)° 0.54 0.55 0.80 1.18
Limite de detec- 0.62 0.11 0.09 0.09
cidén (ug.L?)

Limite de cuan- 2.06 0.40 0.30 0.30
tificacidn

(Hg.L")

* Calculada por la expresidn [1-DSR(b)]
* Calculada por la expresién s, /b
¢ Calculada por la expresidén DSR(c)=s.,/c donde s, se calcula como:

S.} = samlz*(l/n + l/m) + DSR:(b)*(c—cmaﬁa)z

De la tabla V.28 observamos que al aumentar el volumen de
trabajo disminuye el rango lineal, disminuyendo tanto el limite
inferior como el superior. También disminuye, por lo tanto, el
limite de cuantificacién. Por Gltimo disminuye la sensibilidad
Y todo ello es debido al aumento de la pendiente de la recta de
calibrado al aumentar el volumen de trabajo.
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IV.3.-ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LAS RENDIJAS DE EXCITACION Y
EMISION SOBRE LOS PARAMETROS ESTADISTICOS Y DE CALIDAD DEL METO-
po.

Como sabemos al aumentar la rendija de emisién aumenta la
sefial de fluorescencia que llega al detector procedente de 1la
muestra, también aumenta la sefial correspondiente al gel utiliza-
do como soporte y por tanto el ruido de fondo. Al aumentar la
rendija de excitacidén disminuye la sefial de fluorescencia asi
como el ruido de fondo. Ahora vamos a estudiar como afecta todo
esto al calibrado.

Para dicho estudio se prepard una serie de disoluciones de
ANA de concentracién comprendida entre 3 y 70 ug.l' pipeteando
de 0.3 a 7 nmL de la disolucidn patrdén de 5 mg.L’' en etanol ab-
soluto, en matraces de 500 mL, se afiadié 5 mL del tampon KH,PO,/-
K,HPO, 0.2 M a pH=7 y se completd por Gltimo al volumen final de
500 mL. A continuacién, dichas disoluciones fueron transferidas

a botellas de vidrio de 1000 mL y se afiadidé 100 mg de resina.

Se prepararon asi mismo, el blanco correspondiente que fue
sometido al mismo tratamiento que la muestra. Tras agitar 10
minutos a 60 r.p.m., se filtraron. Con ayuda de un gotero se
llend la cubeta y se registraron los espectros de emisién y se
midié la intensidad de fluorescencia en las siguientes condicio-

nes: A, = 280 nm, A, = 336 nm y variando las rendijas de excita-

eXC cm

cidn y emisién entre 2.5-15 y 2.5 y 5 nm respectivamente.

Se realizaron dos réplicas para cada concentracién.

Los resultados obtenidos, una vez restado el blanco, se
recogen en la tabla V.29. Los parametros estadisticos y de cali-
dad se muestran en la tabla V.30.
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TABLA V.29.-Rectas de calibrado variando las rendijas de excitacidn y emi

sidn.
ANA IRF
Hg.L!
15/5 15/4 15/3 15/2.5 10/2.5 5/2.5 2.5/2.5
0.0 0.80 -0.30 -0.60 0.30 2.20 -0.30 -3.50
8.00 4.60 3.60 2.40 -4.10 -8.90 9.70
3.0 122.64
129.14
5.0 135.81
139.15%
6.0 249.89
256.11
9.0 374.52
381.89
10.0 270.25 | 155.09 94.02 | 112.87 | 111.57 118.17
275.92 151.81 92.32 110.45 107.57 121.67
12.0 508.34
501.05
15.0 628.99 406.37
635.22 411.73
18.0 760.54
753.30
20.0 548.31 311.27 185.82 229.78 227.30 237.91
544.11 | 306.91 | 190.11 | 226.16 | 222.42 232.80
25.0 684.53 .
679.26
30.0 815.33 461.31 283.60 343.27 336.03 355.87
820.05 | 466.77 | 278.25 | 338.91 | 340.98 351.10
40.0 622.41 | 373.38 | 456.98 | 450.10 467.84
617.18 377.21 451.76 455.84 472.33
50.0 770.65 470.97 570.81 569.02 583.81
774.98 | 466.15 | 566.11 | 564.75 588.15
60.0 925.23 | 560.27 | 680.16 | 676.86 700.10
930.11 565.91 685.90 681.10 705.22
70.0 659.25 | 798.90 | 790.47 817.89
654.81 794.05 794.99 822.75
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TABLA V.30.-Pardmetros estadisticos y de calidad.

Parametro 15/5 15/4 15/3 15/2.5 10/2.5 5/2.5 2.5-
/2.5

a 1.99 1.59 0.34 0.28 -1.14 -3.72 2.92

b 41.92 27.20 15.46 9.37 11.40 11.39 | 11.67

Sute 3.9893 2.6538 | 2.6439 | 2.3539 | 2.6483 | 2.9900 | 3.4456

Lack of fit 94.61% 99.82% | 95.41% | 99.33% | 99.51% { 98.83% | 99.97%

r? 99.98% 99.99% | 99.99% | 99.99% | 99.99% | 99.99% | 99.99%

Rango 0.3-18 0.5-30 0.4-60 0.5-70 0.6-70 0.9-70 0.9-70

lineal

Hg.L'

Sensibili- 0.095 0.097 0.171 0.251 0.232 0.262 0.295

dad anali-

tica

Hg.L!

Precisidn % 0.80 0.50 0.43 0.54 0.50 0.56 0.63

LD ug.L' 0.09 0.14 0.13 0.14 0.18 0.26 0.28

LQ ug.L' 0.30 0.46 0.45 0.47 0.60 0.86 0.94

De la tabla anterior podemos deducir:

-Al disminuir la rendija de emisidén la pendiente disminuye,
el rango lineal aumenta, el limite de deteccidén y de cuantifica-
cién aumentan y también aumenta la sensibiliad.

-Al disminuir la rendija de excitacidén la pendiente aumenta
ligeramente, el rango lineal permanece igual y el limite de de-

teccidn y cuantificacién y la sensibilidad aumentan.
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IV.4.-CALCULO DEL COEFICIENTE DE DISTRIBUCION (D) PARA EL ANA.

K. Yoshimura y colaboradores (referencia monsa) definen el
coeficiente de distribucién (D) para esta técnica de preconcen-
tracidén en fase sdélida como:

D= mmoles de analito adsorbidos/kg de resina seca
moles de analito en disolucién/l de disoluciédn

Para realizar la estimacién de dicho coeficiente preparamos
tres matraces de 500 mL con 9 ug.L' de ANA y 5 mL de tampon KH,
PO,/KHPO, 0.2 M a pH=7, por Gltimo se completd al volumen final
a 500 mL. A continuacién se afadidé 100 mg de resina. Tras agitar
10 minutos a 60 r.p.m. se filtraron. Con ayuda de un gotero se
llendé la cubeta y se mididé la intensidad de fluorescencia en las
siguientes condiciones: A, = 280 nm, A, = 336 nm y rendijas de

excitacién y emisién de 15 y 5 nm respectivamente.

Al filtrado se le realizd una segunda extraccién con 100 mg
de resina y se midid la intensidad de fluorescencias en las con-
diciones de trabaijo.

En las mismas condiciones se realizé el blanco.

A partir de los valores de la intensidad relativa de fluo-
rescencia, haciendo uso de la recta de calibrado, podemos estimar
la cantidad de analito que se fija en el soporte en la primera
Y en la segunda extraccién. Asi como ver si es necesario una
tercera extraccién.

En la tabla V.31 se muestran los resultados.

TABLA V.31l.-Coeficiente de distfibucién.

IRF IRF mmoles ANA mmoles ANA D
l2 extrac. 22 extrac. adsorbidos en disoluc.
316.39 64.87 2.014E-5 0.403E-5 24988
310.46 70.80 1.976E-5 0.441E-5 22404
313.27 67.99 1.994E-5 0.423E-5 23570

De la tabla anterior

ccidén es suficiente para que la fijacién del ANA sobre QAE sea

podemos concluir que una primera extra-
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cuantitativa. El valor medio del coeficiente de distribucidn es
23654.

V.-PROCEDIMIENTO OPERATORIO.

La optimizacidén de las variables que influyen sobre la in-
tensidad de fluorescencia del ANA fijado sobre Sephadex QAE-A-25
realizada anteriormente nos permite proponer los procedimientos
operatorios para la determinacidém de ésta especie dependiendo del
volumen de muestra. A continuacidn se describe el correspondiente
a 500 mL, teniendo en cuenta que asi mismo es valido para cual-
quiera de los volimenes indicados siempre que esté dentro del

rango 6ptimo sefialado para cada uno de ellos.

Se toma una alicuota de la muestra que contenga entre 0.3
y 18 ug.L' de ANA en un matraz de 500 mL, se afade 5 mL del tam-
pon KH.PO,/K.-HPO, 0.2 M a pH=7 y se completa por Gltimo al volumen
final de 500 mL. A continuacidén, dicha disolucidén se transfiere

a una botella de vidrio de 1000 mL y se anade 100 mg de resina.

Se prepara asi mismo, el blanco correspondiente que se some-
te al mismo tratamiento que la muestra. Tras agitar 10 minutos
a 60 r.p.m., se filtra. Con ayuda de un gotero se llena la cube-
ta, se registra el espectro de emisidén y se mide la intensidad
= 280 nm, A,
= 336 nm Y rendijas de excitacidén y emisidén 15 y 5 nm reépectiva-

de fluorescencia en las siguientes condiciones: A

eXC

mente.

Una vez restada la contribucidén del blanco, la concentracién
de ANA presente en la muestra se determina interpolando el valor
de IRF obtenido en la recta de calibrado, bajo las mismas condi-
ciones experimentales, para disoluciones de concentracidn conoci-

da de ANA y que abarca el rango dindmico lineal prefijado.
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VI.-SELECTIVIDAD: ESTUDIO DE INTERFERENTES.

Con objeto de investigar la selectividad del método fluori-
métrico propuesto, estudiamos el efecto que la presencia de otras
fitohormonas ejerce en la determinacién de ANA fijada sobre QAE.

Como criterio para decidir si la sustancia es o no interfe-

rente hemos seguido el descrito en el capitulo II.

En la tabla V.32 se muestran los valores obtenidos, siendo
R la sefal analitica predicha a partir del calibrado; s,, des-

viacién esténdar de la sefal predicha y t (@=0.10, n-2 grados de
libertad).

TABLA V.32.~Intervalos de confianza sobre la sefial predicha.

ANA R s AR(%) ICR
Hg.L'

3.0 127.77 3.016 5.3745 122.39-133.14
6.0 253.54 3.016 5.3745 248.16-258.91
9.0 379.32 3.016 5.3745 373.94-384.69
12.0 505.09 3.016 5.3745 499.71-510.46
15.0 630.86 3.016 5.3745 625.48-636.23
18.0 756.64 3.016 5.3745 751.26-762.01

t(a=0.10,12 gl)=1.782

? SR2 = Sn‘;.c: (1/n + 1/m) + DSR:(b) (R-Rmulia):

La concentracién seleccionada sobre la que se han ensayado
distintos interferentes es de 9.0 ug.L"'.

La experiencia que se llevd a cabo fue la siguiente: se pre-
pard una serie de disoluciones de ANA de concentracién 9.0 ug.1l"
pipeteando 4.5 mL de la disolucidn patrén de 1 mg.L' en etanol
absoluto, en matraces de 500 mL, se afiadidé 5 mL del tampon KH,PO,-
/KHPO, 0.2 M a pH=7 y cantidades decrecientes de cada uno de las
fitohormonas ensayadas como posibles interferentes hasta alcanzar
un valor de intensidad de fluorescencia comprendido dentro del

intervalo de confianza. Se completd por Gltimo al volumen final
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de 500 mL. A continuacién, dichas disoluciones fueron transferi-
das a botellas de vidrio de 1000 mL y se afiadidé 100 mg de resina.

Se prepararon asi mismo, el blanco correspondiente que fue
sometido al mismo tratamiento que la muestra. Tras agitar 10
minutos a 60 r.p.m., se filtraron. Con ayuda de un gotero se
llend la cubeta y se registraron los espectros de emisidén y se
mididé la intensidad de fluorescencia en las siguientes condicio-
= 280 nm, A

15 y 5 nm respectivamente.

nes: A, . = 336 nm y rendijas de excitacidén y emisidén

En la tabla V.33 se muestran los valores de intensidad de
fluorescencia, a partir de los cuales es posible deducir la fun-
cién polindémica que mejor se ajusta a la respuesta de cada inter-
ferente, mediante el método interpolacidén de Lagrange. El1 punto
de corte de este polindmio con la banda superior o inferior del
intervalo de confianza obtenido sobre la prediccidén de la sefal
correspondiente a 9.0 ug.L', nos indicard la concentracién tole-
rada de sustancia interferente en todo el rango de aplicacién del
método. Todos los valores de sefial que no estén incluidos dentre
de ese intervalo, deducido a partir de los datos de calibrado,
implican que la sustancia es interferente al nivel de concentra-

cién ensayado.

Para la concentracidén de ANA que hemos seleccionado, 9.0
Lg.L', el intervalo de confianza sobre la sefial de fluorescencia

predicha, a partir de los datos de calibrado es:

IRF € 379.32 + 5.37

Seglin esto, todos los valores de concentracidén de fitohormo-
na extrafa cuya intensidad de fluorescencia no esté comprendida
en el intervalo (373.94-384.69), seran considerados como interfe-

rencia.
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TABLA V.33.-Estudio de interferencias.

Fitohormona C,/Cana C, (ug.L") log C, R
AIB 0.044 0.4 ~0.40 584,86
0.033 0.3 -0.52 560.15
0.022 0.2 -0.70 501.24
0.011 0.1 -1.00 480.28
AIA 0.044 0.4 -0.40 521.85
0.033 0.3 -0.52 510.69
0.022 0.2 -0.70 483.92
0.011 0.1 -1.00 475.16
AHIA 0.033 0.3 -0.52 553.22
0.011 0.1 -1.00 487.32
AIP 0.066 0.6 -0.22 522.37
0.055 0.5 -0.30 513.91
0.044 0.4 -0.40 502.14
0.033 0.3 -0.52 489.80
0.022 0.2 -0.70 478.90
0.011 0.1 -1.00 460.69
ANA-A 10.0 90.0 1.95 420.30
8.9 80.0 1.90 400.52
7.5 67.5 1.83 381.45
5.0 45.0 1.65 375.61
ZIRAM 52.0 468.0 2.67 197.97
26.0 234.0 2.37 274.53
13.0 117.0 2.07 306.05
6.5 58.5 1.77 349.57
3.0 27.0 1.43 369.08
2.0 18.0 1.25 380.27

La cantidad tolerada para cada una de las fitohormonas ensa-
yadas, en la determinacién de ANA fijada sobre QAE, asi como la
relacidn de tolerancia encontrada para la concentracién de inter-
ferente se relaciona en la tabla V.34.

TABLA V.34.~-Niveles de tolerancia (ug.L")

Fitohormonas C

S~

Kol

CA,\',\

X

AIB
AIA
AHIA
AIP
ANA-A
ZIRAM

NOOOCOO
L ReNeNeoNoNe
MNOOOO
G NeNeoNeNoNo]

N~
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Los principales interferentes encontrados han sido AIA, AIB,
AIP y AHIA provocando aumentos de la sefial de fluorescencia.
La presencia de ANA-A no interfiere hasta una relacidén molar

de 8:1 y la presencia de ZIRAM de 1.5:1.

VII.-APLICACIONES ANALITICAS.

El método propuesto para la determinacién de ANA ha sido
aplicado a formulaciones comerciales y agua potable de la ciudad

de Granada.
VII.1.-DETERMINACION DE ANA EN FORMULACIONES COMERCIALES.

Para comprobar la utilidad y exactitud del método propuesto,
éste ha sido aplicado a formulaciones comerciales de fitohormonas
tales como:

Fruitone (Etisa) ANA 0.45%
ANA-A 1.20%

Etifix (Etisa) ANA 1.00%
Rhizopon B (Proflor)ANA 0.20%
Raifort F ANA 0.40%
(Riba Quimiagra) ZIRAM 10.00%

En primer lugar observamos que en la primera muestra Fruito-
ne el ANA-A es un posible interferente, pero no ocurre esto ya
gque la relacidén gque existe es 2.7:1 y la relacidén tolerada es
8:1.

En la Gltima muestra el ZIRAM si que es posible interferente
ya que existe en una relacidén que es mucho mayor que la tolerada
(1.5:1) aungue al no ser fluorescente su presencia puede ser
corregida mediante el empleo de la metodologia de la adicidn de

patron.

A continuacidén se describe las experiencias realizadas en

las diferentes formulaciones comerciales.



DETERMINACION DE ANA 281

VII.l.l.-Determinacidén de ANA en Fruitone, Etifix y Rizopon B.

A 100.0 mg de muestra se le afiaden 100 mL de etanol absoluto
Y se tratan en el bafio de ultrasonidos, se filtra y del filtrado
Se coge una alicuota y se le aplica el procedimiento operatorio.

Puesto que conocemos el contenido nominal de los analitos
en la muetra, vamos a validar el método por comparacidn del re-
sultado con un valor de referencia.

Los resultados obtenidos se recogen en la tabla V.35.

TABLA V.35.-Determinacidén de ANA en formulaciones comerciales.

Muestra Composicién Encontrado’ toe P(%)
(%) (%)
Fruitone ANA 0.45 0.447120.042 0.35 74.3
ANA-A 1.20
Etifix ANA 1.00 0.991+0.048 1.10 33.3
Rizopon ANA 0.20 0.191x0.043 1.35 24.8
B

" Media y desviacién estindar de cinco determinaciones.

-

- 12
t, = Ixm—xkl.n /s

t(a=0.05,n-1=4 gl)=2.776

Como podemos observar de los datos de la tabla V.35 los
valores obtenidos no son significativamente distintos de 1los
valores de referencia con p>5%, lo cual implica que el método es
exacto.

VII.1.2.-Determinacién de ANA en Raifort F.

Como hemos comentado anteriormente vamos a analizar la mues-
tra Raifort F (ANA 0.40% y ZIRAM 10.00%) mediante la metodologia
de adicidén de patrén. Dicha metodologia requiere el estableci-

miento de tres calibrados distintos:
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-Calibrado con patrones: CP (Rango entre 0.3-18 ug.L', tabla
V.17). '

-Calibrado con adicidén de patrdén a una cantidad constante
de muestra: CA.

Se obtiene mediante adicién, en matraces de 500 mL, de con-
centraciones crecientes de ANA, a un volumen constante de disolu-
cién de muestra tratada igual a 0.2 mL, procedente del tratamien-
to de muestra indicado anteriormente, aplicando posteriormente
el procedimiento operatorio.

-Calibrado de Youden: CY.

Se lleva a cabo introduciendo, en matraces de 500 mL, vola-
menes crecientes (0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 mL) de la disolucidén proce-
dente del tratamiento de la muestra, sin adicidén alguna y apli-

cando el procedimiento operatorio.

Las sefales analiticas correspondiente a los tres calibra-
dos, registradas a las longitudes de onda de 280 y 336 nm, exci-
tacién y emisidén respectivamente y utilizando rendijas de 15 y

5 nm respectivamente, se muestran en la tabla V.36.

TABLA V.36.-Seflales de fluorescencia correspondientes a los calibrados CA
y CY.

Calibrados ANA .. Muestra IRF
Hg.L! mg.L'

0.4 39.64
162.20
280.17
405.05

CA

O VoW O

cY 40.84
49.29
57.16

67.46

OO0
O WO

Los parametros caracteristicos de los tres calibrados se
reflejan en la tabla V.37.
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TABLA V.37.~Valores nimericos de los pardmetros correspondientes
rectas CP, CA y CY.

a las

Parametros CP ca (0)'¢

n 14 4 4

a 1.99 39.64 22.98
b 41.92 40.47 43.86
Sig. 3.9893 1.9948 0.8089
r’(%) 99.98 99.99 98.60

A partir de estos datos se aplica el procedimiento estadis-
tico para llevar a cabo la determinacién del analito en presencia

de efecto matriz [71) y aprovechando esta metodologia validar el
método analitico propuesto.

Los pasos a segquir son:
-Comparacidén de pendientes.

Para poder validar una determinacién analitica mediante el
método de adicidn de patrdn, es necesario que esta adicién provo-
que exclusivamente un error sistemadtico constante, es decir que
la adicidn de cantidades crecientes del analito a una cantidad
constante de muestra no debe afectar a la pendiente del calibrado
con patrones, ya gue sino el error seria proporcional a la canti-
dad adicionada y seria inviable la validacidn de este modo.

Para comprobar la igualdad de pendientes entre ambos cali-
brados se usa el test de la t de Student, calculadndose un esta-
distico t(b) en cuya expresién interviene la desviacién estandar
de regresién promedio, s, estimada a partir de las correspon-
dientes a los calibrados CP y CA.

Los resultados del test aparecen en la tabla V.38.
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TABLA V.38.-Resultados de la comparacidn de pendientes de los calibrados

CP y CA.
s, 3.7695
t(b) 1.48° (P=2.65%)
b, 41.81

" Valor critico 2.977 (1%)

Se comprueba que el valor del estadistico t(b) calculado es
menor que el valor t tabulado con un nivel de significacién al
1% para n,+n,-4 grados de libertad, por tanto, las pendientes son
iguales con un valor P del 2.65%, pudiéndose estimar un valor
promedio, b, entre las pendientes de ambos calibrados y siendo
posible la validacién.

~Calculo de las alturas en el origen. Blanco de Youden.

Utilizando el valor de la pendiente promedio, se calculan
los nuevos valores de las ordenadas en el origen para los cali-

brados con patrones (CP) y con adicidén (CA).

Debido a que la ordenada del calibrado de Youden no estéa
incluida en el intervalo de confianza del calibrado con patrones
(ver tabla V.35), podemos deducir que existe una componente de
error sistemdtico debido al efecto matriz de la muestra. Esta
"blanco" de la muestra o Blanco de Youden deberd ser sustraido
de todas las medidas fluorimétricas llevadas a cabo con objeto

de obtener una adecuada determinacidén del contenido de ANA.

Estos resultados se muestran en la tabla V.39.

TABLA V.39.~-Nuevas ordenadas en el origen y Blanco de Youden.

Ordenadas CP ca CY

a’ 3.03 37.26
BY 19.95
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-Comprobacién de la exactitud.

Se ha llevado a cabo comparando los contenidos en ANA en la
disolucidén a medir obtenidos utilizando directamente la recta de
calibrado y mediante el calibrado con adicién de patrédn. Dicha
comparacién se realiza mediante el cilculo del estadistico t(c).
Los resultados se muestran en la tabla V.40 y se observa gue no
existe discrepancia entre los resultados. La comparacién concluye
no encontrando diferencia significativa entre los contenidos
calculados ya que el valor del estadistico t(c) es menor que el
valor tabulado para ng+n.,-3 grados de libertad al nivel de sig-
nificacidén seleccionado, aceptdndose que el método es exacto con
un valor P mayor del 5%.

TABLA V.40.-Comprobacidén de la exactitud: contenido de ANA por CP y CA.

Casa cP CA cy

Ciua (Hg.LY) 0.40 0.34

t(c)= 1.11 (P=28.44%)
Valor critivo 2.13 (5%)

Cownn (%) 0.40 0.34 0.42

~-Andlisis de la muestra.

Una vez realizada la validacidn del método espectrofluorimé-
trico propuesto, en este tipo de matriz, se han llevado a cabo
tres anadlisis de diferentes porciones de muestra, siendo determi-
nado el contenido de ANA mediante el uso directo de la recta de
calibrado una vez eliminado el "Blanco de Youden" o blanco de la
muestra, calculado en la experiencia anterior. Los resultados se
muestran en la tabla V.41.
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TABLA V.41.-Determinacién de ANA en la muestra Raifort F.

Muestra ANA ANA
(mL) ug.L* %
0.3 0.64 0.418
0.4 0.83 0.407
0.5 1.07 0.420

ANA.. (%)= 0.415
Saa= 0.007

DER= 1.69%

Del resultado de la tabla anterior comprobamos que el conte-
nido de ANA en Raifort F es de 0.415%.

VII.2.-DETERMINACION DE ANA EN AGUA POTABLE DE LA CIUDAD DE GRA
NADA.

Para la determinacidén de ANA en agua potable de Granada se
ha aplicado la metodologia de adicidén de patron. Para ello se
establecen los tres calibrados: calibrado con patrones, calibrado
con adicién de patron tomando 475 ml de muestra afhadiendole can-
tidad de patron creciente y aplicando el procedimiento operatorio
y el calibrado de Youden tomando 100, 200, 300 y 400 mL de mues-

tra, se lleva a 500 mL y se aplica el procedimiento operatorio.

Las sefiales analiticas correspondiente a los tres calibra-
dos, registradas a las longitudes de onda de 280 y 336 nm, exci-
tacién y emisién respectivamente y utilizando rendijas de 15 y

5 nm respectivamente, se muestran en la tabla V.42.
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TABLA V.42.-Sefiales de fluorescencia correspondientes a los calibrados CA

y CY.
Calibrados ANA. Muestra IRF

ug.L" mL

ca : 0 475 25.93

5 233.93

10 447.93

15 654.93

(6) 4 0 100 7.67

200 11.89

300 18.27

400 21.717

Los parametros caracteristicos de los tres calibrados se
reflejan en la tabla V.43.

TABLA V.43.-Valores nimericos de los paradmetros correspondientes a las
rectas CP, CA y CY.

Parametros CcpP CA CcY

n 14 4 4

a 1.99 25.53 2.73

b 41.92 42.02 24.34
Sige 3.9893 2.0857 0.8366
r’(%) 99.98 99.98 98.83

A partir de estos datos se aplica el procedimiento estadis-
tico propuesto por luis..... para llevar a cabo la determinacién

del analito y aprovechando esta metodologia validar el método
analitico propuesto.

Los pasos a seguir son:
-Comparacidén de pendientes.

Para poder validar una determinacidén analitica mediante el
método de adicién de patrdn, es necesario que esta adicién provo-
que exclusivamente un error sistematico constante, es decir que
la adicién de cantidades crecientes del analito a una cantidad

constante de muestra no debe afectar a la pendiente del calibrado
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con patrones, ya que sino el error seria proporcional a la canti-

dad adicionada y seria inviable la validacién de este modo.

Para comprobar la igualdad de pendientes entre ambos cali-
brados se usa el test de la t de Student, calculandose un esta-
distico t(b) en cuya expresién interviene la desviacidén esténdar

de regresidn promedio, s,, estimada a partir de las correspon-

p’

dientes a los calibrados CP y CA.
Los resultados del test aparecen en la tabla V.44.

TABLA V.44.-Resultados de la comparacién de pendientes de los calibrados

CP y CA.
s, 3.7765%
t(b) 0.265  (P=79.5%)
b, 41.94

" Valor critico 2.977 (1%)

Se comprueba que el valor del estadistico t(b) calculado es
menor que el valor t tabulado con un nivel de significacién al
1% para n,tn,-4 grados de libertad, por tanto, las pendientes son
iguales con un valor P del 79.5%, pudiéndose estimar un valor
promedio, b, entre las pendientes de ambos calibrados y siendo
posible la validacién.

-Calculo de las alturas en el origen. Blanco de Youden.

Utilizando el valor de la pendiente promedio, se calculan
los nuevos valores de las ordenadas en el origen para los cali-
brados con patrones (CP) y con adicidén (Ca).

Debido a que la ordenada del calibrado de Youden esta in-
cluida en el intervalo de confianza del calibrado con patrones
podemos deducir que no existe efecto matriz de la muestra.

Estos resultados se muestran en la tabla V.45.
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TABLA V.45.~Nuevas ordenadas en el origen.

Ordenadas CP CA

a’ 1.86 26.13

-Comprobacidén de la exactitud.

Se ha llevado a cabo comparando los contenidos en ANA en la
disolucidén a medir obtenidos utilizando directamente la recta de
calibrado y mediante el calibrado con adicién de patrén. Dicha
comparacién se realiza mediante el cdlculo del estadistico t(c).
Los resultados se muestran en la tabla V.46 y se observa que no
existe discrepancia entre los resultados. La comparacidn concluye
no encontrando diferencia significativa entre los contenidos
calculados ya que el valor del estadistico t(c) es menor que el
valor tabulado para n.+n.,-3 grados de libertad al nivel de sig-
nificacién seleccionado, aceptandose gue el método es exacto con
un valor P mayor del 5%.

TABLA V.46.-Comprobacién de la exactitud: contenido de ANA por CP y CA.

Caza CP CA (0)'4

Caxa (IJg-Ifl) 0.55 0.56

t(c)= 0.20 (P=84.4%)
Valor critivo 2.13 (5%)

Couwn (HG-L7) 0.58 0.59 0.58

Como podemos observar de la tabla anterior nuestro método
es valido y encontramos que en el agua potable de Granada se
detecta la presencia de 0.6 ug.L' de ANA. Este resultado pensamos

validarlo mediante el empleo de otra técnica.
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-Analisis de la muestra.

Una vez realizada la validacién del método espectrofluorimé-

trico propuesto, en este tipo de matriz, se han llevado a cabo

tres andlisis de diferentes porciones de muestra, siendo determi-
nado el contenido de ANA mediante el uso directo de la recta de

calibrado. Los resultados se muestran en la tabla V.47.

TABLA V.47.-Determinacidén de ANA en agua potable de Granada.

Muestra ANA
(mL) ug.L!
200 0.59
300 0.65
400 0.59

ANA,,. = 0.610 ug.L'
s = 0.035

DER= 5.74%



CAPITULO VI
DETERMINACION SIMULTANEA DE ACIDO
I-NAFTILACETICO Y I-NAFTILACETAMIDA.
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El ANA y ANA-A como se indica en la Introduccién son Ffi-
tohormonas de amplia aplicacién en gran parte de productos horti-
fruticolas encontrandose ademds juntos diferentes formulaciones
comerciales de ahi la importancia de proponer un método para su
determinacién simultéanea.

En este capitulo nos planteamos el estudio de la mezcla
binaria constituida por ANA y ANA-A. Debido al gran solapamiento
de los espectros tanto de excitacién como de emisién de ambos
analitos en disolucién, lo que imposibilita su resolucién, hemos

hecho uso ademads de la espectrofluorimetria en fase sdélida.
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I.-CARACTERISTICAS ESPECTRALES.

I.1.-ESPECTROS DE LUMINISCENCIA TOTAL.

Para conseguir una descripcidn completa de las caracteristi-
cas fluorescentes de cada compuesto, se registran los correspon-
dientes espectros tridimensionales. Para ello se preparardn tres
disoluciones, en matraces de 10 mL. Una disolucidén de concentra-
cién 20 pg.L' de ANA, otra de la misma concentracién de ANA-A y
la tercera la mezcla de las anteriores. Del mismo modo, pero sin
adicionar los analitos, se preparé un blanco. A continuacién, con
la ayuda de un gotero, se llend la cubeta y se procedid al regis-

tro de los espectros en las siguientes condiciones:

-Intervalo de emisidén entre 300 y 400 nn.
-Intervalo de excitacidén entre 200 y 300 nm.

-Variacién de 2 en 2 nm de la A,

eXC

para cada barrido de emi-
sién.

-Realizacién de 50 barridos.

-Rendijas de excitacidén y emisidén de 5 y 5 nm respectiva-
mente.

-Velocidad de barrido de 240 nm/min.

El blanco se registra en las mismas condiciones y se le
resta a los espectros de los analitos con objeto de hacer desapa-

recer la linea Rayleigh.

Una vez obtenidos los espectros de luminiscencia total de
los dos analitos y de su mezcla se representan mediante curvas
de nivel o topogramas, los cuales nos permiten, entre otras ven-

tajas, determinar el maximo del sistema con gran precisién.

En la figura VI.1l se representa el topograma del ANA, del
ANA-A y de la mezcla de ambos.
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FIGURA VI.l.-Topograma de ANA y ANA-A.
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De la observacién de la figura VI.1 puede observarse que los
espectros de excitacidn y emisidén de ambas sustancias son practi-
camente iguales.

I.2.-ESPECTROS BIDIMENSIONALES.

Del espectro de luminiscencia total se extraen, mediante la
opcidn correspondiente del programa utilizado, los espectros de
emisién y excitacién mas intensos del conjunto. Asi se obtuvieron

los espectros bidimensionales representados en la figura VI.2

FIGURA VI.2.-Espectros de excitacidén y emsisidén del ANA y ANA-A.
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En la figura VI.2 se observa aln mas claramente la idéntica
morfologia que presentan los espectros de excitacién y emisién
del ANA y ANA-A siendo la A, 222 nm para ambos y A.,, 336 y 337 nm
para el ANA y el ANA-A respectivamente.

Ante la imposibilidad de acometer la resolucidn de la mezcla
de forma convencional mediante espectrofluorimetria clésica,
sincrénica y sincrémica derivada optamos por hacer uso de la

espectrofluorimetria en fase sélida (EFS).

En el capitulo V se ha puesto de manifiesto el diferente
comportamiento de ambos analitos al ser tratada su disolucidn con
resina Sephadex QAE-A-25 y DEAE-A-25. Estos hechos nos hacen
pensar en la posibilidad de una fijacidén selectiva del ANA al ser
tratada la disolucién de ambos con la resina QAE segin la metodo-
logia seguida en la espectrofluorimetria en fase sdélida. Para

ello se operd de la siguiente manera:

Se prepard una disolucién con las mismas concentraciones de
ANA y ANA-A pero en este caso afadiendo 50 mg de QAE y agitando
durante 2.5 minutos, se filtrdé y se recogid la resina con ayuda
de un gotero. Se registraron los espectros en las mismas condi-
ciones excepto la rendija de excitacidén que paso a ser de 15 nm.
De los espectros de luminiscencia total se obtubieron los espec-

tros bidimensionales que se representan en la figura VI.3.

FIGURA VI.3.-Espectros de excitacidén y emisidén del ANA (~——) y ANA-A (--)
fijados sobre resina QAE.
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De la figura VI.3 obtenemos que el ANA se fija sobre la

resina QAE con las siguientes longitudes de onda: A,=280 nm y

A-=336 nm. Pero tenemos que el ANA-A no se fija en la resina. A
la disolucidn resultante del filtrado se le registrdé los espec-
tros bidimensionales en las condiciones de disolucién: A\, = 222
nm y A= 337, rendijas de excitacién y emisién de 5 nm. Obtenemos
unos espectros bidimensionales iguales a los representados en la
figura VI.2 con lo cual vamos a establecer un método para la
determinacidén simulténea de ANA y ANA-A, determinando ANA en fase
sb6lida y el ANA-A en la disolucién resultante del filtrado de la

resina.

II.-OPTIMIZACION DE VARIABLES.

II.1.~-ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD DEL ANA FIJADO SOBRE QAE Y DEL
ANA-A EN DISOLUCION.

Para estudiar la influencia del tiempo sobre la intensidad
de fluorescencia del ANA fijado sobre QAE y del ANA-A en disolu-
cidén se ha seguido el procedimiento que se describe a continua-
cién:

Se prepard una disolucidén que contenia 20 ug.L' de ANA y 20
pg.L' de ANA-A en un volumen final de 10 mL, pipeteando 0.2 mL
de una disolucidén patrén de 1 mg.L' en etanol absoluto de cada
analito. La disolucién se trasfirié a un matraz de 10 mL y se
adicionaron 50 mg de resina QAE. Después de agitar durante 2.5
minutos, se filtré la disolucién. A continuacién, con la ayuda
de un gotero, se llend la cubeta y se'registré el espectro de
emisidn y se midid la variacidn de la intensidad de fluorescencia
con el tiempo con una A, = 280 nm y A, = 336 nm y rendijas de
excitacién y emisidén de 15 y 5 nm respectivamente. A la disolu-
cidén proveniente del filtrado se le registrd el espectro de emi-
= 222

nm y A. = 337 nm y rendijas de excitacién y emisién de 5 y 5 nm

sién y se mididé la intensidad de fluorescencia con una A\

eXC

respectivamente.
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Los resultados obtenidos se recogen en la tabla VI.1.

TABLA VI.l.-Estabilidad del ANA fijado sobre QAE y del ANA-A en disolu-

cidn.
Tiempo IRF
(minutos)
ANA ANA-A
0 88.92 193.87
1 90.15 191.65
2.5 89.45 192.84
5 86.57 193.41
10 87.99 191.54
15 90.87 193.08
60 91.04 191.62
120 75.32 192.35
180 61.76 191.25

De los resultados de la tabla VI.1l podemos afirmar que el
sistema es perfectamente estable, permaneciendo préacticamente
constante la intensidad de fluorescencia relativa del sistema
durante al menos una hora produciendose una disminucién de apro-
ximadamente un 15% para el ANA y para el ANA-A es perfectamente
estable.

II.2.-INFLUENCIA DEL PH SOBRE EL ANA FIJADA SOBRE QAE Y DEL ANA-A
EN DISOLUCION.

Para estudiar la posible influencia que pueda ejercer la
acidez del medio sobre la intensidad de fluorescencia del ANA
fijada sobre QAE y del ANA-A en disolucidén, se realizd la si-
guiente experiencia:

Se prepararon dieciseis disoluciones de concentracién 20.0
ug.L' para cada analito, pipeteando 0.2 mL de la disolucidn pa-
trén de 1 mg.L' en etanol absoluto, en matraces de 10 mL y tras
afladir agua desionizada hasta practicamente el enrase, se ajusto
el pH de forma aproximada afiadiendo adcido clorhidrico o hidréxido

sédico de distintas concentraciones segin procediera completando-
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se por Ultimo al volumen final de 10 mL. A continuacidén se afia-
dieron 50 mg de resina.

Se prepararon asi mismo, los blancos correspondientes que
fueron sometidos al mismo tratamiento que las mnmuestras. Tras
agitar las disoluciones durante 2.5 minutos, se filtraron. Con
ayuda de un gotero se llend la cubeta y, una vez medido el pH del
filtrado, se registraron los espectros de emisidén y excitacién
(para observar posibles desplazamientos en las longitudes de onda
correspondientes) en las siguientes condiciones: A, = 280 nm, A,
= 336 nm y rendijas de excitacién y emisién de 15 y 5 nm respec-
tivamente.

Para el ANA-A se tomd la disolucidn resultante del filtrado
Y se registraron los espectros de emisién y excitacidén (para
observar posibles desplazamientos en las longitudes de onda co-

rrespondientes) en las siguientes condiciones: A\, = 222 nm, Nern

= 337 nm y rendijas de excitacién y emisién de 5 y 5 nm respec-
tivamente.

Los resultados obtenidos, una vez restado el blanco, se
recogen en la tabla VI.2 y se muestran de forma grafica en la
figura VI.4.
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sobre QAE y del ANA-A en di

TABLA VI.2.-Influencia del pH del ANA fijada
solucidn.
pH IRF
ANA ANA-A
1.5 4.55 197.56
2.0 7.84 199.01
2.5 12.64 197.57
3.0 25.85 197.57
4.0 51.18 197.57
5.0 88.91 197.14
6.0 87.18 197.14
6.5 88.21 196.51
7.0 89.12 194.03
8.0 88.11 193.80
9.0 57.20 193.87
10.0 51.87 188.31
11.0 14.28 183.90
12.0 9.30 173.44
13.0 4.32 148.13
14.0 3.25 37.23

FIGURA VI.4.-Influencia del pH sobre la emisidén de fluorescencia del ANA
fijada sobre QAE y del ANA-A en disoluciédn.
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De la observacidn de

la tabla VI.2 y la figura VI.4 podemos

afirmar que el intervalo de pH dptimo de trabajo esta comprendido

entre pH 5 y pH 8, por lo que tamponamos a pH=7. Para ello elegi-
mos el tampdn KH,PO,/K-HPO, 0.01 M.
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Como indicamos en el capitulo V la fuerza idnica y el tampon
van a influir en la intensidad de fluorescencia por lo gue ya no
repetimos dicha experiencia y el volumen de tampon utilizado sera
0.1 mL.

II.3.~-TIEMPO DE EQUILIBRACION DE LA RESINA.

Esta experiencia consiste en variar el tiempo de agitacién
del sistema en estudio.

Para dicho estudio, se prepard una serie de disoluciones de
ANA de concentracién 20.0 pg.L' pipeteando 0.2 mL de la disoluc-
idén patrén de 1 mg.L' en etanol absoluto, en matraces de 10 mL,
se afiadié 0.1 mL del tampon KH,PO,/K.HPO, 0.01 M a pH=7 y se com-
pletd por Gltimo al volumen final de 10 mL. A continuacidén se
afnadidé 50 mg de resina.

Se prepararon asi mismo, los blancos correspondientes que
fueron sometidos al mismo tratamiento que la muestra. Tras agitar
con periodos de tiempo crecientes, se filtraron. Con ayuda de un
gotero se llend la cubeta y se registraron los espectros de emi-
sién y se midié la intensidad de fluorescencia en las siguientes
condiciones: A,. = 280 nm, A, = 336 nm y rendijas de excitacién
Y emisién de 15 y 5 nm respectivamente.

Los resultados obtenidos se recogen en la tabla VI.3 Y en
la figura VI.S.

TABLA VI.3.-Tiempo de equilibracién de la resina.

Tiempo IRF
{(minutos)
1.0 54.67
1.8 60.35
2.0 64.65
2.5 71.94
5.0 73.21
10.0 70.54
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FIGURA VII.5.-Tiempo de equilibracidén de la resina.
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Como puede observarse en la figura VI.5, la intensidad de
fluorescencia aumenta inicialmente al aumentar el tiempo de agi-
tacién, hasta alcanzar un valor madximo a los dos minutos y medio,
a partir del cual permanece practicamente constante. Para sucesi-
vas experiencias se eligid como tiempo de equilibracién de la

resina el de 2.5 minutos.

II.4.-INFLUENCIA DE LA CANTIDAD DE RESINA.

La experiencia se 1llevd a cabo preparando una serie de diso-
luciones a las que se afiadieron cantidades crecientes de resina.
Estas disoluciones contenian, en un volumen de 10 nL, una con-
centracidén de ANA de 20.0 pug.L'. Se anadieron cantidades cre-
cientes de resina QAE, y tras agitar durante 2.5 minutos se fil-
traron las disoluciones y la resina se empaquetd en la cubeta de
1 mm de espesor. Se registraron los espectros de emisidén y se
mididé la intensidad de fluorescencia en las condiciones de traba-
jo habituales, restandose posteriormente la contribucién del
blanco. Los resultados obtenidos se recogen en la tabla VI.4 y

se representan en la figura VI.6.
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TABLA VI.4.-Cantidad de resina.

Cantidad de resina IRF
(mg)

25 80.36

50 71.52

100 61.56

FIGURA VI.6.-Influencia de la cantidad de resina.
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Puede observarse, en la figura VI.6, que al aumentar la
cantidad de resina afiadida, disminuye la intensidad de fluores-
cencia. Como consecuencia, la cantidad de resina a utilizar debe
ser la minima posible. Este valor viene limitado por la cantidad
minima necesaria para llenar la cubeta, que en nuestro caso con-
creto se £fijé en 50 mg.

II1.5.~RESUMEN DE LA OPTIMIZACION DE VARIABLES PARA EL ANA FIJADO
SOBRE QAE Y EL ANA-A EN DISOLUCION.

En la tabla VI.5 se resumen los valores éptimos encontrados
en las experiencias anteriores y que a partir de ahora van a ser

utilizados en todas y cada una de las determinaciones a realizar.
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TABLA VI.5.-Resumen de la optimizacién de variables.

Variable Valor Optimo

ANA ANA-A
Longitudes de onda de excitacién 280/336 222/337
y emisién (nm)
Rendijas de excitacién y emisidn 15/5 5/5
Estabilidad
PH 7
Tampon 0.1imL KH.PO,/K,HPO, 0.01M
Fuerza idnica Afecta
Temperatura 20 °C
Tiempo de agitacién 2.5 min
Cantidad de resina 50 mg
Volumen de agitacidn 10 mL

III.-CALIBRADO Y PARAMETROS DE CALIDAD DEL METODO
ANALITICO.

II1.1.~-RECTAS DE CALIBRADO.

Vamos a establecer dos rectas de calibrado, una para cada
analito en estudio. Se prepard una serie de disoluciones dque
contenian concentraciones crecientes de ANA y ANA-A a partir de
las disoluciones patrdn de 1 mg.L' en etanol absoluto, en matra-
ces de 10 mL, se afadidé 0.1 mL del tampon KH.,PO,/KHPO, 0.01 M a
pH=7 y por dltimo se completd al volumen final de 10 mL. A conti-

nuacién se afiadidé 50 mg de resina.

Se prepararon asi mismo, el blanco correspondiente que fue
sometido al mismo tratamiento que la muestra. Tras agitar 2.5
minutos se filtraron. Con ayuda de un gotero se llend la cubeta
y se registrd el espectro de emisién y se mididé la intensidad de

fluorescencia en las siguientes condiciones: A, = 280 nm, A, =
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336 nm y rendijas de excitacién y emisién de 15 y 5 nm respecti-
vamente.

A la disolucidén proveniente del filtrado se registrd el es
pectro de emisidén y se midié la intensidad relativa de fluores-
cencia a A, = 222 nm, A, = 337 nm y rendijas de excitacién Yy
emisidén de 5 y 5 nm respectivamente.

Se realizaron dos réplicas para cada nivel de concentracién
en fase resina y tres réplicas en disolucién.

Los resultados obtenidos, una vez restado el blanco, se
recogen en la tabla VI.6, VI.7 y en la figura VI.7 y VI.S.

TABLA VI.6.~Recta de calibrado del ANA.

ANA IRF

pg.L!
0 -9.92 7.25
10 30.25 37.49
20 66.27 76.00
30 95.27 103.58
40 131.12 124.64
50 158.87 163.12
60 197.60 189.49
70 210.31 208.53
80 230.23 225.13

FIGURA VI.7.-Recta de calibrado del ANA.

300

H

he
1
e

“e

0 20 40 60 80 100
ppb



306 cAPITULO VI

TABLA VI.7.-Recta de calibrado del ANA-A.

ANA-A IRF
pg.L!
0 16.06 -0.34 3.98
20 151.87 157.26 156.18
40 290.91 298.70 308.38
60 438.37 428.87  426.50
80 575.58 571.02 562.97
100 723.37 703.37 716.24
120 848.98 839.07 852.89
130 877.50 880.21 882.13

FIGURA VI.8.-Recta de calibrado para el ANA-A.
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Como podemos observar en la figuras VI.7 y VI.8 a partir de
60 ug'L' para el ANA y 120 ug-L' para el ANA-A hay curvatura.

En la tabla VI.8 se resumen los parametros estadisticos.
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TABLA VI.8.-Parametros estadisticos.

Parametro ANA ANA-A
n 14 21

m 2 3

Sige 5.837 7.803
a 1.97 12.96
S, 2.81 3.07
b 3.20 6.98
S, 0.08 0.04
DSR(b) 2.50% 0.57%
Lack of fit 83.6% 30.22%
R? 99.29% 99.93%

De la tabla VI.8 observamos que hay un buen ajuste la modelo
de regresidén lineal ya que p>5% para el ANA (83.6%) y el ANA-A
(30.2%).

III.2.-PARAMETROS DE CALIDAD.

Para la determinacidén del limite de deteccidn y de cuantifi-
cacidn se realizé un estudio estadistico de la sefial del blanco
para lo cual se prepard una serie con 10 matraces en los cuales
se anadié 0.1 mL del tampon KH.,PO,/KHPO, 0.01 M a pH=7 y se com-
pletd al volumen final de 10 mL. A continuacién se afiadié 50 mg
de resina. Tras agitar 2.5 minutos se filtraron. Con ayuda de un
gotero se llend la cubeta y se registrd el espectro de emisién
Y se midid la intensidad de fluorescencia en las siguientes con-
diciones: A, = 280 nm, A, = 336 nm y rendijas de excitacién y
emisién de 15 y 5 nm respectivamente.

A la disolucidén resultante del filtrado se registré el es-
pectro de emisidén y se midid la intensidad de fluorescencia en
las siguientes condiciones: A, = 222 nm, A, = 337 nm y rendijas

de excitacién y emisidén de 5 y 5 nm respectivamente.

Los resultados obtenidos se recogen en la tabla VI.O.
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TABLA VI.9.~Limites de deteccidén y cuantificacién.

Muestra IRF IRF
ANA ANA-A
1 461.03 37.97
2 471.38 31.64
3 465.25 28.48
4 469.15 28.48
5 467.03 28.48
6 469.18 33.32
7 466.27 31.64
8 462.11 37.97
9 469.18 31.64
10 469.18 36.96
IRF, 466.98 32.66
C., 3.35 3.81
C. (Mg.L") 3.14 1.64
C, (ug.L') 10.47 5.46

En la tabla VI.10 se recogen los parametros analiticos para
los analitos en estudio.

TABLA VI.1l0.-Parametros analiticos.

Parametro ANA ANA-A
Rango dinamico 10.47-60.00 5.46-120.00
lineal (ug.L")

Linealidad (%)? 97.50 99.43
Sensibilidad 1.82 1.12
analitica ®

(Hg.L")

Precisidn (%)° 4.59 1.15
Limite de detec- 3.14 1.64
cidén (ug.L")

Limite de cuan- 10.47 5.46
tificacidn

(ug.L")

* Calculada por la expresidén [1-DSR(b)]
* Calculada por la expresidn s;. /b
° Calculada por la expresidn DSR(c)=s,/c donde s, se calcula como:

s} = s, (1/n + 1/m) + DSR*(D)*(C~Cpu)®
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IV.-PROCEDIMIENTO OPERATORIO.

La optimizacién de las variables que influyen sobre la in-
tensidad de fluorescencia del ANA fijado sobre QAE y sobre 1la
intensidad de fluorescencia del ANA-A en disolucién realizada
anteriormente nos permite proponer el procedimiento operatorio
para la determinacién binaria de dichos analitos. A continuacién
se describe dicho procedimiento:

Se toma una alicuota de la muestra que contenga entre 10.47
Y 60 pg.L' de ANA y entre 5.46 y 120 pg.L' de ANA-A en un matraz
de 10 mL, 0.1 mL de tampon KH,PO,/K.HPO, 0.01 M a pH=7 y etanol
absoluto necesario para obtener una disolucién al 40 % etandlica,
por Gltimo se completd al volumen final de 10 mL. A continuacidn
se afiadié 50 mg de resina. Tras agitar 2.5 minutos se filtraron.
Con ayuda de un gotero se llend la cubeta y se midié la intensi-
dad de fluorescencia en las siguientes condiciones: Ae = 280 nn,
M. = 336 nm y rendijas de excitacién y emisién de 15 y 5 nm res-
pectivamente. Al filtrado se le afiade 50 mg de resina, para tener
mas seguridad y evitar que interfiera el ANA aunque se puso de
manifiesto en el capitulo V que no hace falta una segunda extrac-
cidén. Tras agitar 2.5 minutos se filtrdé. Se tomo la disolucién
filtrada y se midié la intensidad de fluorescencia en las si-
guientes condiciones: A, = 222 nm, A, = 337 nm y rendijas de

excitacién y emisién de 5 y 5 nm respectivamente.

Una vez restada la contribucidn del blanco, la concentracién
de ANA y ANA-A presente en la muestra se determina interpolando
los valores de IRF obtenidos en la recta de calibrado correspon-
diente.
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V.-APLICACIONES ANALITICAS.

El método propuesto para la determinacién simult&nea de ANA
y ANA-A ha sido aplicado a mezclas sintéticas, a fitohormonas
comerciales y a suelos.

V.1.-MEZCLAS SINTETICAS.

A continuacién se lleva a cabo la determinacidén simulténea
de los dos analitos para distintas proporciones en mezclas sinté-
ticas. Esto nos va a permitir comprobar la validez del método
propuesto.

Las experiencias se llevan a cabo preparando una serie de
disoluciones en matraces aforados de 10 ml y aplicando el proce-

dimiento operatorio.

Los resultados se muestran en la tabla VI.11.

TABLA VI.11.-Estudio de recuperacidén en mezclas sintéticas.

ANA ANA-A
Relacidn ug.L! ug.L!
Anadido Encontr. % Recup. Anadido Encontr. % Recup.

1:1 20 19.82 99.1 20 20.60 103.0
1:1 60 57.43 95.7 60 61.56 102.6
1:2 60 61.12 101.¢9 120 120.00 100.0
1:3 20 20.95 104.7 60 60.61 101.0
1:3 40 39.71 99.3 120 118.91 99.1
1:4 20 20.68 103.4 80 83.74 104.7
1:5 20 20.57 102.8 100 98.52 98.5
1:6 20 21.17 105.8 120 117.99 98.3
1:7 10 10.02 100.2 70 68.82 98.3
2:3 40 38.31 95.8 60 62.85 104.7
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TABLA VI.12.-Comprobacidn de la validez del método.

ANA ANA-A

R 100.87 101.02
Sq 3.47 2.57
ty 0.79 | 1.26

P (%) 44.98% 23.94%

Lo p00s=2.262

Como se observa en la tabla VI.12 obtenemos una recuperacién
media para ambos analitos cuyo valor es contrastado frente a
100%, mediante el test de la t de Student, poniéndose de mani-
fiesto que la recuperacién obtenida del método no es significati-
vamente distinta de 100%, ya que el valor de t calculado es infe-
rior al tabulado para el nivel de significacién seleccionado y

los grado de libertad adecuados, lo que implica que el método es
exacto.

V.2.-FITOHORMONAS COMERCIALES.

Vamos a analizar la muestra Fruitone (Etisa, 0.45% ANA y

1.2% ANA-A) mediante la metodologia de adicién de patrén.

Tratamiento de la muestra

Tomamos 1 g de muestra y la disolvemos en 100 mL de etanol
absoluto een el ultrasonidos. De estos 100 mL tomamos 0.1 mL y
lo llevamos a 10 mL, con lo cual diluimos 100 veces. Esta es
nuestra disolucién de trabaijo.

Metodologia de adicién de patrén

Se establecen los tres calibrados: calibrado con patrones,
calibrado con adicidén de patron tomando 0.4 ml de muestra ana-
diendole cantidad de patron creciente y aplicando el procedimien-
to operatorio y el calibrado de Youden tomando voliimenes crecien-
tes de muestra ( 0.25, 0.50, 0.75 y 1 mL) se lleva a 10 mL y se
aplica el procedimiento operatorio.
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Las sefiales analiticas correspondiente a los tres calibrados
y los parametros caracteristicos de cada calibrado se muestran
en las tablas VI.13-VI.16.

TABLA VI.13.-Sefiales de fluorescencia correspondientes a los calibrados CA

y CY para el ANA.

Calibrados ANA,,. Muestra IRF
ug.L! mL

CA 0 0.4 57.08
10 84.90

20 109.03

30 137.93

40 181.18

(03'¢ 0 0.25 35.17
0.50 61.15

0.75 107.63

1.00 140.83

rectas CP, CA y CY para el ANA.

TABLA VI.1l4.-Valores nuimericos de los parametros correspondientes a las

Parametros CP CA cY

n 14 5 4

a 1.97 53.78 ~4.,67

b 3.20 3.01 1453.84
Sige 5.8367 6.4094 5.9197
r’ (%) 99.29 98.66 98.95

y CY para el ANA-A.

TABLA VI.15.-Seflales de fluorescencia correspondientes a los calibrados Ca

Calibrados ANA-A,. Muestra IRF
Hg.L! mL

Cca 0 0.4 480.51

20 628.50

40 750.35

60 890.62

cY 0 0.25 355.44
0.50 570.19

0.75 794.51

1.00 986.34
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rectas CP,

TABLA VI.1l6.-Valores nuimericos de los parédmetros correspondientes a las
CA y CY para el ANA-A.

Parametros cp CcA cY

n 21 4 4

a 12.96 484.67 147.36
b 6.98 6.76 8468.08
Sige 7.8034 7.5558 10.4829
r’(%) 99.93 99.88 99.90

A partir de estos datos se aplica el procedimiento estadis-
tico para llevar a cabo la determinacién de los analitos y apro-

vechando esta metodologia validar el método analitico propuesto.

Para el ANA:
Los pasos a seguir son:
-Comparacién de pendientes.

Para poder validar una determinacidén analitica mediante el
método de adicidn de patrén, es necesario que esta adicién provo-
que exclusivamente un error sistematico constante, es decir que
la adicidén de cantidades crecientes del analito a una cantidad
constante de muestra no debe afectar a la pendiente del calibrado
con patrones, ya que sino el error seria proporcional a la canti-
dad adicionada y seria inviable la validacién de este modo.

Para comprobar la igualdad de pendientes entre ambos cali-
brados se usa el test de la t de Student, calculadndose un esta-
distico t(b) en cuya expresidén interviene la desviacién estandar
de regresidén promedio, s, estimada a partir de las correspon-
dientes a los calibrados CP y CA.

Los resultados del test aparecen en la tabla VI.17.
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TABLA VI.l1l7.-Resultados de la comparacidén de pendientes de los calibrados
CP y CA para el ANA.

= 5.9557
t(b) 0.912° (P=37.7%)
b, 3.17

* Valor critico 2.977 (1%)

Se comprueba que el valor del estadistico t(b) calculado es
menor que el valor t tabulado con un nivel de significacién al
1% para n_+n,-4 grados de libertad, por tanto, las pendientes son
iguales con un valor P del 37.7%, pudiéndose estimar un valor
promedio, b, entre las pendientes de ambos calibrados y siendo
posible la validacién.

-Célculo de las alturas en el origen. Blanco de Youden.

Utilizando el valor de la pendiente promedio, se calculan
los nuevos valores de las ordenadas en el origen para los cali-
brados con patrones (CP) y con adicién (CA).

Debido a que la ordenada del calibrado de Youden esta in-
cluida en el intervalo de confianza del calibrado con patrones

podemos deducir que no existe efecto matriz de la muestra.

Estos resultados se muestran en la tabla VI.18.

TABLA VI.18.-Nuevas ordenadas en el origen.

“ Ordenadas CP CA |l

" ar 2.81 50.61 "

-Comprobacidén de la exactitud.

Se ha llevado a cabo comparando los contenidos en ANA en la
disolucidn a medir obtenidos utilizando directamente la recta de

calibrado y mediante el calibrado con adicién de patrdén. Dicha
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comparacidén se realiza mediante el cdlculo del estadistico t(c).

Los resultados se muestran en la tabla VI.19 y se observa
que no existe discrepancia entre los resultados. La comparacién
concluye no encontrando diferencia significativa entre los conte-
nidos calculados ya que el valor del estadistico t(c) es menor
que el valor tabulado para ng+n,-3 grados de libertad al nivel
de significacidn seleccionado, aceptédndose que el método es exac-
to con un valor P mayor del 5%.

TABLA VI.19.-Comprobacién de la exactitud: contenido de ANA por CP y CA.

Cara CP cA cy

Caxa (HG.L') 18.00 15.96

t(c)= 2.08 (P=5.5%)
Valor critico 2.13 (5%)

Cown (%) 0.45 0.40 0.46

Como podemos observar de la tabla anterior nuestro método
es valido para la determinacién de ANA.

Para el ANA-A:

Los pasos a seguir son los mismos del apartado anterior:
~-Comparacién de pendientes.

Para poder validar una determinacidén analitica mediante el
método de adicidén de patrén, es necesario que esta adicién provo-
que exclusivamente un error sistemdtico constante, es decir que

*la adicidén de cantidades crecientes del analito a una cantidad
constante de muestra no debe afectar a la pendiente del calibrado
con patrones, ya que sino el error seria proporcional a la canti-

dad adicionada y seria inviable la validacién de este modo.
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Para comprobar la igualdad de pendientes entre ambos cali-
brados se usa el test de la t de Student, calculandose un esta-
distico t(b) en cuya expresién interviene la desviacién estandar

de regresidn promedio, s, estimada a partir de las correspon-

p?

dientes a los calibrados CP y CA.

Los resultados del test aparecen en la tabla VI.20.

TABLA VI.20.-Resultados de la comparacién de pendientes de los calibrados
CP y CA para el ANA-A.

s, 7.7802
t(b) 1.237° (P=22.9%)
b, 6.97

° Valor critico 2.831%

Se comprueba que el valor del estadistico t(b) calculado es
menor que el valor t tabulado con un nivel de significacién al
1% para n,+n.,-4 grados de libertad, por tanto, las pendientes son
iguales con un valor P del 22.9%, pudiéndose estimar un valor
promedio, b, entre las pendientes de ambos calibrados y siendo
posible la validacién.

-Calculo de las alturas en el origen. Blanco de Youden.

Utilizando el valor de la pendiente promedio, se calculan
los nuevos valores de las ordenadas en el origen para los cali-

brados con patrones (CP) y con adicidén (CA).

Debido a que la ordenada del calibrado de Youden no estia
incluida en el intervalo de confianza del calibrado con patrones
podemos deducir que existe una componente de error sistemético‘
debido al efecto matriz de la muestra. Esta "blanco" de la mues-
tra o Blanco de Youden deberad ser sustraido de todas las medidas
fluorimétricas llevadas a cabo con objeto de obtener una adecuada
determinacidén del contenido de ANA-A.
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Estos resultados se muestran en la tabla VI.21.

TABLA VI.21.-Nuevas ordenadas en el origen y Blanco de Youden.

Il Ordenadas

CPp

CA

CcY

al
BY

13.71

478.39

133.65

-Comprobacién de la exactitud.

Se ha llevado a cabo comparando los contenidos en ANA-A en
la disolucidén a medir obtenidos utilizando directamente la recta
de calibrado y mediante el calibrado con adicidn de patrén. Dicha

comparacidén se realiza mediante el cdlculo del estadistico t(c).

Los resultados se muestran en la tabla VI.22 y se observa

que no existe discrepancia entre los resultados. La comparacién

concluye no encontrando diferencia significativa entre los conte-

nidos calculados ya que el valor del estadistico t(c) es menor

que el valor tabulado para ng+ng,-3 grados de libertad al nivel

de significacidén seleccionado, aceptandose que el método es exac-

to con un valor P mayor del 5%.

TABLA VI.22.-Comprobacidén de la exactitud: contenido de ANA-A por CP y CA.

Canaa CP CA cY
Cavaa (Hg.L") 47.80 47.49
t(c)= 0.51 (P=61.5%)
Valor critico 2.074(5%)
Cosan (%) 1.19 1.19 1.21

Como podemos observar de la tabla anterior nuestro método
es valido para la determinacién de ANA-A.
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-Andlisis de la muestra.

Una vez realizada la validacién del método espectrofluorimé-

trico propuesto, en este tipo de matriz, se han llevado a cabo
tres andlisis de diferentes porciones de muestra, siendo determi-
nado el contenido de ANA mediante el uso directo de la recta de
calibrado y de ANA-A también mediante el uso directo de la recta
de calibrado una vez eliminado el "Blanco de Youden" o blanco de
la muestra, calculado en la experiencia anterior. Los resultados

se muestran en la tabla VI.23.

TABLA VI.23.-Determinacidén de ANA y ANA-A en la muestra FRUITONE.

Muestra ANA ANA-A
(mL) ug.L! % ug. LY %
0.6 27.50 0.46 72.95 1.22
0.8 36.67 0.46 97.25% 1.21
1.0 45.41] 0.45 121.54 1.21

ANA,,, (%)= 0.457 ANA-A.. (%)= 1.213

Saa= 0.006 Saaa= 0.006

DER= 1.31% DER= 0.49%

V.3.-APLICACION A SUELOS.

Tratamiento de la muestra: 3 g de muestra de suelo se di-
suelve con 15 mL de etanol absoluto en un bafo de ultrasonidos
durante 30 minutos, se filtra y el filtrado se diluye hasta 25
mL con etanol absoluto en un matraz aforado de 25 mL. Se toma una
alicuota de esta disolucidén y el contenido de ANA y ANA-A se

determina como indica el procedimiento operatorio.
Debido a que el contenido de ANA y ANA-A en muestras de
suelo es inferior al limite de deteccidn realizamos un estudio

de recuperacién comprobando asi la exactitud del método.

Los resultados se muestran en la tabla VI.24 y VI.25.
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TABLA VI.24.-Estudio de recuperacién de ANA en suelo.

Muestra ANA ug.L!
Puesta Encontrada' | % Recuperacidén
Suelo 10 9.7%x0.2 97.0
20 19.810.4 99.0
30 29.5%0.4 98.3

* Valor medio de seis determinaciones.

Ruwu=98.1%, s,=1.01, t(R)=3.250 (p=8.3%), valor critico=4.303(5%)

TABLA VI.25.-Estudio de recuperacién de ANA-A en suelo.

Muestra

ANA-A ug.L
Puesta Encontrada® % Recuperacidn
Suelo 20 19.2%0.4 96.00
40 39.1%£0.2 97.75
60 59.4+0.3 99.00

* Valor medio de seis determinaciones.

Roun=97.6%, s;=1.51, £(R)=2.773 (p=10.9%), valor critico=4.303(5%)
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1.-Se han establecido las caracteristicas fluorescentes de
las fitohormonas derivadas del indol: &cido indol-3-acético
(AIA), &cido indol-3-butirico (AIB), &cido indol-3-propidnico
(AIP) y acido 5-hidroxiindol-3-acético (AHIA) y del naftaleno:
dcido l-naftilacético (ANA) y l-naftilacetamida (ANA-A) compro-
bandose que AIA, AIB y AIP poseen idéntica morfologia (A,.=222 nm
Y A.=359 nm). El1 AHIA se diferencia de estos en el espectro de
emisidn (A,=341 nm). El ANA y ANA-A también presentan idéntica
morfologia diferenciandose de los anteriores en el espectro de
emisién (A,=222 nm y A_,=337 nm). Todos ellos poseen idéntico

espectro de excitacién.

eXC

2.-Se ha podido comprobar que de las fitohormonas estudiadas
el dcido 1-naftil acético (ANA) es el qgue presenta mayor rendi-
miento fluorescente y el &cido 5-hidroxiindol-3-acético (AHIA)

menor.

3.-Se ha estudiado la influencia de las distintas variables
experimentales sobre la intensidad de fluorescencia de cada fi-
tohormona en disolucién, su optimizacién ha permitido proponer
nuevos métodos espectrofluorimétricos para la determinacién de

éstas en los intervalos de concentracién siguientes:

-Acido indol-3-acético 0.64-150 ug-L'.

-Acido indol-3-butirico 0.41-100 pg-L'.

-Acido indol-3-propiénico 0.87-100 ug-L'.
-Acido 5-hidroxiindol-3-acético 2.17-300 ug-L'.
-Acido 1l-naftilacético 2.04-50 ug-L'.
-l-naftilacetamida 5.46-120 ug-L'.

4.-Se ha llevado a cabo un estudio sistematico del efecto
producido por la presencia de sustancias extrafas en la determi-
nacién de las fitohormonas tales como iones inorganicos, pestici-
das e hidrocarburos aromaticos policiclicos. Este estudio nos ha
permitido comprobar que no existe interferencia por parte de los

pesticidas: o-fenilfenol, Carbaril, Morestan, Benomilo, l-naftol



324 CONCLUSIONES

y Carbendazima; y de los hidrocarburos policiclicos aromaticos:
Naftaleno, Acenaftileno, Fluoreno, Fenantreno, Fluoranteno, Pire-
no, Criseno, Benzo{a]antraceno, Benzo[k]fluoranteno, Benzo[a]pi-
reno, Dibenzo[a,h}antraceno y Benzo[e]pireno. La interferencia
de los iénes inorganicos depende de la concentracidén de estos en
las distintas muestras de aguas. Por otra parte, dadas las carac-
teristicas espectrales, las fitohormonas se interfieren mutuamen-
te.

5.~Los métodos propuestos se han aplicado a la determinacidn
de fitohormonas derivadas del indol y del naftaleno en diferentes
muestras de aguas naturales. Debido a que el método no detecto
la presencia de las fitohormonas estudiadas en las aguas ensaya-
das se procedid, en todos los casos, a realizar un estudio de
recuperacién. Los valores de recuperacidén obtenidos no difieren
significativamente del 100% con p>5%.

6.-Se ha llevado a cabo la resolucién de mezclas binarias
de fitohormonas derivadas del indol:

-Acido indol-3-acético y &cido 5-hidroxiindol-3-acético.
-Acido indol-3-butirico y dcido 5-hidroxiindol-3-acético.

-Acido indol-3-propidénicoy d4cido 5-hidroxiindol-3-acético.

por espectrofluorimetria derivada. El estudio de la influencia
de las distintas variables experimentales sobre la intensidad de
fluorescencia de dichas mezclas y su optimizacién nos ha permiti-
do proponer nuevos métodos para la deteminacidén de éstas en mez-
clas sintéticas y en muestras de aguas naturales tales como: Agua
de Sierra Nevada (Lanjardn), Agua potable de Granada y Agua de
pozo de la Huerta de Santa Maria (Vega de Granada).

7.-Se han establecido las curvas de calibrado para cada una
de las fitohormonas en presencia de cantidades crecientes de la
otra, comprobandose la independencia de la intensidad de fluores-
cencia de cada una de ellas.
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8.-Los estudios de recuperacidén llevados a cabo en mezclas
sintéticas y en muestras de aguas naturales ofrecen buenos resul-
tados, encontrandose valores de recuperaciones que no difieren
significativamente del 100% con p>5%.

9.~-Se propone un método para la determinacidén simultanea de
la mezcla de Acido indol-3-butirico (AIB) y Acido l-naftilacético
(ANA) mediante espectrofluorimetria derivada y se valida dicho

método aplicandolo a formulaciones comerciales.

10.-Se ha realizado un estudio cualitativo de fijacién de
las fitohormonas en estudio sobre resinas tipo Silica C-18, Se-
phadex QAE-A-25, Sephadex DEAE-A-25, Sephadex SP-C-25, Sephadex
G-15 y G-25. Se comprueba que todas las fitohormonas en estudio
excepto el ANA-A se fijan sobre Sephadex QAE-A-25 y Sephadex
DEAE-A-25 presentando mayor intensidad de fluorescencia sobre
Sephadex QAE-A-25 y al igual que en el estudio en disolucién 1la
fitohormona que presenta mayor rendimiento fluorescente es el
ANA.

11.-Por efecto de la fijacidén se produce un desplazamiento
en el maximo de excitacidén hacia valores superiores de 222 nm a
280 nm (efecto batocrémico), manteniendose la posicién del maximo
de emisidn.

12.-Se ha realizado el estudio espectrofluorimétrico del ANA
fijado sobre Sephadex QAE-A-25, proponiendose un nuevo método
para la determinacidn de ésta en formulaciones comerciales y en

muestras de agua natural mediante fluorimetria en fase sdlida.

13.-Se ha resuelto la mezcla ANA/ANA-A mediante la aplica-
cidén de la espectrofluorimetria en disolucidén y en fase sélida,
proponiendose un nuevo método para la determinacién simultanea

de ambas en formulaciones comerciales y en suelos.
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14.-Todos los métodos propuestos se han validado mediante
la metodologia de adicion de patrdén o mediante el test de la t
‘de Student que compara el valor medio de la determinacién con un
valor de referencia para el caso de las formulaciones comercia-

les.
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